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La generación de nuevos vasos sanguíneos es una capacidad fisiológica vital que participa activamente en la 
patogenia de muchas enfermedades, entre ellas el cáncer. La modulación de la homeostasis vascular depende en 
gran medida de las células endoteliales, que regulan no sólo el crecimiento de los nuevos vasos sino también las 
funciones de barrera y los mecanismos de respuesta vascular. La identificación de genes asociados al fenotipo 
endotelial ha permitido la generación de herramientas para su estudio y a partir de ello, un análisis más específico de 
sus funciones. Uno de estos genes es Tie2 que codifica para un receptor de angiopoietinas con actividad tirosina 
quinasa. 
 
Mediante gene targeting por recombinación homóloga en células madre embrionarias de ratón, se ha generado 
un modelo knockin (Tie2CreERT2) que expresa la recombinasa Cre inducible por tamoxifeno CreERT2 bajo la 
regulación transcripcional endógena del gen Tie2.  A través del cruce con una línea trazadora de la actividad de Cre 
(Rosa26LSLlacZ) se comprobó que el modelo es capaz de inducir la recombinación de secuencias genéticas 
específicamente en las células endoteliales. Los resultados obtenidos validan este sistema como una excelente 
herramienta para la modificación condicional de genes en el endotelio vascular sanguíneo y en consecuencia para el 
estudio genético de los mecanismos moleculares que gobiernan la respuesta vascular. Adicionalmente, la 
caracterización del modelo ha permitido estudiar el patrón de expresión de Tie2 durante la neovascularización 
fisiológica asociada al desarrollo embrionario y la angiogénesis retinal y durante la quiescencia vascular en el 
organismo adulto. 
 
La vía de señalización mediada por HGF/c-Met es relevante en la progresión tumoral incluyendo el desarrollo 
de metástasis y la neovascularización. Algunos inhibidores de c-Met han demostrado actividad antitumoral y 
antiangiogénica por lo que resulta importante conocer las funciones específicas de dicho receptor en las células 
endoteliales. Mediante cruzamiento del modelo Tie2CreERT2 con una línea knockout condicional de c-Met, se estudió 
la contribución de la actividad tirosina quinasa de dicho receptor a la transmisión de señales capaces de modular la 
respuesta angiogénica del endotelio vascular sanguíneo. Los resultados obtenidos sugieren que la señalización 
mediada por la fosforilación de c-Met en las células endoteliales es prescindible y que no juega un papel 
fundamental en el control de la neovascularización asociada a procesos como el desarrollo embrionario, gestación, 
regeneración tisular, inflamación o carcinogénesis. Adicionalmente, se demuestra que la inactivación de c-Met no 
interfiere con los mecanismos de reclutamiento y extravasación de células inflamatorias en contextos patológicos.  
 
Por otra parte, hemos generado un modelo transgénico (Tg.CAG-LSL-Katushka) que expresa la proteína roja 
fluorescente Katushka, bajo el control del promotor ubicuo CAG, exclusivamente tras eventos de recombinación 
mediados por Cre. Mediante el cruce con diversas líneas transgénicas que expresan Cre de forma ubicua o tejido-
específica se ha demostrado la idoneidad de este modelo para detectar, incluso mediante técnicas de imagen no 
invasivas en el animal completo, aquellas poblaciones celulares en las que ha ocurrido recombinación mediada por 
Cre. Esta línea trazadora en conjunto con el modelo Tie2CreERT2 permite el marcaje fluorescente y visualización del 
endotelio vascular además de facilitar la identificación de células hematopoyéticas que expresan Tie2. 
 
Adicionalmente, tras recombinación del alelo Tg.CAG-LSL-Katushka en la línea germinal, se estableció un 
modelo murino con expresión constitutiva y ubicua de Katushka. Estos ratones constituyen una herramienta valiosa 
para el trazado de linajes ya que representan una fuente biológica de células fluorescentes de fácil detección, 
capaces de transmitir dicha característica identificativa a toda su descendencia. Además, éste modelo permite, 
mediante la adquisición de fluorescencia nativa por microscopía confocal, la visualización detallada de la vasculatura 
de la retina y la piel del pabellón auricular, dos sistemas de análisis ampliamente utilizados en el estudio de la 
biología vascular. Finalmente, tras el cruce con ratones atímicos desnudos Foxn1nu, se generó una línea receptiva a 
la implantación de tumores por xenotransplante; dicho modelo, en virtud de su emisión de fluorescencia, posibilita la 
fehaciente identificación de células del hospedero en el microambiente del tumor y permite visualizar las 





The generation of new blood vessels is a physiologic ability deeply involved in the pathogenesis of different and 
important diseases such as cancer. Vascular homeostasis regulation depends on the endothelial cells, which control 
not only the growth of new vascular structures but also the barrier function and the mechanisms that govern vascular 
responses. The identification of genes which are reliable markers of the endothelial phenotype has allowed the 
generation of genetic tools for its study and a more specific analysis of its functions. One of these genes is Tie2, 
which codes for an angiopoietin receptor with tyrosine kinase activity. 
 
We have generated a knockin Tie2CreERT2 mouse model that expresses the tamoxifen-inducible Cre 
recombinase CreERT2 under the transcriptional control of the endogenous regulatory sequences of Tie2, after gene 
targeting by homologous recombination in murine ES cells. Using a Cre-reporter line (Rosa26LSLlacZ) we have shown 
that the knockin model drives efficient and inducible recombination of floxed sequences specifically in endothelial 
cells. The results obtained show that this system as an excellet tool for conditional modification of gene expression in 
the blood vascular endothelium and thus for the genetic dissection of the molecular mechanisms that control vascular 
responses. Aditionally, the characterization of this model has allowed the study of the expression pattern of Tie2 
during physiologic neovascularization related to embryonic development and retinal angiogenesis and during 
vascular quiescence in the adult organism.  
 
HGF/c-Met is an important signalling pathway involved in cancer progression, metastasis and tumor 
neovascularization. Some inhibitors of c-Met have proven anti-tumoral and anti-angiogenic activities, yet the specific 
roles of c-Met on endothelial cell biology are still unknown. To assess the in vivo contribution of the tyrosine kinase 
activity of c-Met in the transmission of signals capable of modulating the angiogenic response of the blood vascular 
endothelium, we crossed our Tie2CreERT2 knockin mice with a conditional knockout model for c-Met in which Cre-
mediated recombination drives c-Met kinase inactivation. The results obtained suggest that signalling by  c-Met 
phosphorylation in endothelial cells is dispensable and does not play a fundamental role in the control of 
neovascularization related to events suchs as embryonic development, gestation, tissue regeneration, inflammation 
or carcinogenesis. Moreover, we have shown that the inactivation of c-Met does not affect the endothelium-based 
mechanisms for recruitment and exravasation of inflammatory cells to injured tissues. 
 
In parallel, we have generated a transgenic model (Tg.CAG-LSL-Katushka) in which the red fluorescent protein 
Katushka is expressed, under the ubiquitous promoter CAG, exclusively after Cre-mediated recombination. Matings 
with different transgenic lines expressing Cre recombinase have shown the hability of this reporter model to track, 
even by non invasive whole-body imaging, recombined cellular populations. In combination with the Tie2CreERT2 
model, this line allows fluorescent labelling and visualization of endothelial cells besides facilitating the detection and 
identification of haematopoietic cells expressing Tie2.   
 
Additionally, after germ-line recombination of the reporter allele, a murine model with constitutive and ubiquitous 
expression of Katushka has been established (Tg.CAG-Katushka). These mice are a valuable source of fluorescent-
labelled cells which are easy to detect and capable of transmitting that identifying characteristic to all their 
descendents. Moreover, this model allows detailed visualization of the retinal and ear-skin vasculature, two widely 
used systems for the analysis of vascular biology, through confocal microscopy of native fluorescence. Finally, we 
have introduced this reporter into a nude background by mating Tg.CAG-Katushka mice with Foxn1nu animals; this 
strain allows tumor implantantion by xenograft assays and reliable detection of host-derived cells in the tumor 
microenvironment by their fluorescence emission. Therefore, this model enables visualization and analysis of the 
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PFA……………………………………………………………………………………………………..……….Paraformaldehído 
PGK…………………………………………………………………………Fosfogliceratoquinasa (phosphoglycerate kinase) 
PI3K………..………………………….………...........................Fosfatidilinositol 3 quinasa (phosphatidylinositol 3 kinase) 
PKB……………………………………………………………………………………….Proteina quinasa B (protein kinase B) 
RFP…………………………………………………………..……………Proteína fluorescente roja (red fluorescent protein) 
RIP2…………………………………………......……...……….Promotor del gen insulina-2 de rata (rat insulin promoter 2) 
ROI…………………………………....................……………………………………….Región de interés (region of interest) 
SA…………………………………………………………………………………..Sitio aceptor de splicing (splicing acceptor) 
SCL……………………………………………………………...................Factor de transcripción SCL (stem cell leukemia) 
SDS…………………………………..………………………...…………..Dodecil sulfato de sodio (sodium dodecyl sulfate) 
SEM……………………...………………………………………….Error estándar de la media (standard error of the mean) 
Tie…………………………………………….Tirosina quinasa con dominios de homología a la inmunoglobulina y a EGF 
(Tyr kinase with Ig and EGF homology domains) 
TNF-α………………………………………………...……..………Factor de necrosis tumoral α (tumoral necrosis factor α) 
TPA……………………………..…..………12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate) 
VEGF…….……………….………………..Factor de crecimiento vascular endotelial (vascular endothelial growth factor) 









1. Estructura y función de los vasos sanguíneos 
 
El sistema vascular sanguíneo surge en los organismos multicelulares con el fin de llevar oxígeno 
y nutrientes a órganos distantes y eliminar los desechos metabólicos de las células (Carmeliet, 2005). La 
complejidad estructural de los organismos vertebrados requiere el transporte eficiente y simultáneo de 
gases, líquidos, nutrientes, moléculas de señalización y células circulantes entre los tejidos (Adams and 
Alitalo, 2007) . Adicionalmente, las células de los mamíferos dependen del metabolismo aeróbico para la 
generación de energía y por tanto requieren la presencia de capilares sanguíneos en su entorno más 
próximo, a una distancia máxima de 100 a 200 μm que equivale al límite de difusión del oxígeno en los 
tejidos (Naumov et al., 2006). Dada su importancia, la aparición del sistema vascular es uno de los 
primeros eventos de la organogénesis embrionaria y participa no solo en la función nutricional sino 
también en la generación de señales morfogenéticas que dirigen el desarrollo de otros sistemas y 
órganos (Augustin et al., 2009). 
 
El lumen de los vasos sanguíneos de los vertebrados está delimitado por la pared vascular que se 
compone de una monocapa de células endoteliales (endotelio vascular) y diversas células murales 
(pericitos o células de músculo liso) embebidas en la matriz extracelular (Jain, 2003). La composición de 
la pared vascular varía en función del tipo de vaso (Figura 1), siendo más compleja en aquellos de mayor 
calibre, y participa activamente en la regulación funcional del flujo sanguíneo, la extravasación y las 






Las células murales (pericitos en los vasos de menor calibre y células de músculo liso en aquellos 
de mayor calibre) son fundamentales para el establecimiento y maduración de los vasos sanguíneos ya 
que inhiben la proliferación y migración de las células endoteliales al tiempo que promueven su 
supervivencia, quiescencia y diferenciación. Además, participan en el control hemostático del flujo 
sanguíneo, en la regulación de la permeabilidad vascular y en la adquisición de funciones especializadas 
(Carmeliet, 2003; Carmeliet and Collen, 2000; Li et al., 2005). Por su parte, la matriz extracelular provee 
los contactos necesarios entre las células endoteliales y los tejidos circundantes, regula la formación de 
nuevos vasos sanguíneos y produce factores que favorecen la maduración y estabilización de la 
vasculatura (Carmeliet, 2003). 
 
2. Origen y relevancia del endotelio vascular 
 
A lo largo del desarrollo evolutivo, el sistema cardiovascular se ha ido especializando y 
perfeccionando. En este sentido, una de las diferencias fundamentales entre el sistema circulatorio de 
los animales vertebrados respecto a aquel de los invertebrados es la presencia del endotelio: una capa 
adluminal continua de células epiteliales interconectadas por complejos de unión especializados (Muñoz-
Chapuli et al., 2005). Desde el punto de vista ontogenético aún persisten importantes incertidumbres en 
relación al origen y diferenciación de las células endoteliales. Al respecto se ha propuesto que éstas 
derivan del mesodermo a partir de un progenitor común al endotelio y las células sanguíneas llamado 
hemangioblasto (Choi et al., 1998). Sin embargo, también se ha demostrado la existencia de 
progenitores endoteliales circulantes capaces de movilizarse desde la médula ósea e incorporarse a 
sitios de neovascularización activa (Asahara et al., 1997). Por otra parte, se han identificado células 
madre embrionarias capaces de diferenciarse en células endoteliales y murales y reproducir el proceso 
de organización vascular (Yamashita et al., 2000). 
 
El endotelio vascular contribuye a las funciones defensivas mediante la expresión de moléculas de 
superficie reconocidas por las células del sistema inmunitario, facilitando su reclutamiento a los sitios de 
interés. Además, las células endoteliales participan en la regulación fina del flujo sanguíneo a través de 
la producción de óxido nítrico y su habilidad para adquirir un fenotipo migratorio es fundamental para la 
neovascularización controlada de tejidos durante el desarrollo embrionario. Así pues, la especialización de 
este tipo celular confiere al sistema circulatorio de los vertebrados una mayor eficacia y versatilidad (Muñoz-
Chapuli et al., 2005). Adicionalmente, las células endoteliales participan en la conformación de los nichos 
donde se establecen las poblaciones de células madre y en la generación de señales tróficas que 
promueven la morfogénesis de distintos órganos (Coultas et al., 2005).  
 
3. La formación de nuevos vasos sanguíneos  
 
 La formación de nuevos vasos sanguíneos (neovascularización) es un proceso sumamente 




puede ocurrir a través de alguno(s) de los siguientes mecanismos: angiogénesis (formación de nuevos 
vasos por brotación de estructuras vasculares a partir del endotelio parental preformado), vasculogénesis 
(movilización y diferenciación de células madre endoteliales derivadas de la médula ósea o 
transdiferenciación de precursores no endoteliales), arteriogénesis (desarrollo de arterias con capa 
muscular en el contexto de una situación de isquemia o hipoxia) o crecimiento colateral (crecimiento 
expansivo de vasos preexistentes por formación de puentes colaterales entre redes arteriales) 
(Carmeliet, 2000, 2003; Moldovan, 2003). 
 
3.1 Angiogénesis fisiológica  
 
La angiogénesis se inicia con vasodilatación e incremento de la permeabilidad vascular en los 
vasos preexistentes, dichos procesos favorecen la extravasación de proteínas plasmáticas que forman 
un andamiaje provisional necesario para la migración de las células endoteliales. Para que las células 
endoteliales puedan migrar necesitan relajar sus contactos intercelulares con el soporte de las células 
murales; así pues, los vasos maduros deben ser desestabilizados gracias a la acción de numerosas 
proteinasas que degradan la matriz extracelular y liberan factores pro-angiogénicos. Una vez “aclarado el 
camino”, las células endoteliales proliferan y migran a sitios distantes guiadas por diversas moléculas de 
señalización (Carmeliet, 2000). Al principio, los vasos nacientes están delimitados únicamente por el 
endotelio vascular.  A continuación, diversos factores angiogénicos y arteriogénicos favorecen que las 
uniones entre las células endoteliales se estrechen y que éstas sean recubiertas por células murales y 
matriz extracelular. El flujo sanguíneo participa activamente en dicho proceso favoreciendo la 
persistencia de los vasos recién formados y su especialización ulterior (Carmeliet, 2003).  
 
Eventos metabólicos o mecánicos como la hipoxia, la escasez de nutrientes o variaciones en la 
presión hidrostática influyen decisivamente en la formación, maduración y remodelación de los vasos 
sanguíneos durante la angiogénesis fisiológica y patológica (Jain, 2003). La hipoxia es uno de los 
desencadenantes fundamentales de la angiogénesis a través de los factores de transcripción inducibles 
por hipoxia (HIFs) que favorecen la expresión de genes pro-angiogénicos (Carmeliet, 2003); 
adicionalmente, la hipoxia puede influir sobre reguladores maestros del metabolismo capaces de 
modular la respuesta angiogénica frente a alteraciones de la homeostasis metabólica (Fraisl et al., 2008). 
 
3.1.1 Desarrollo del sistema vascular en la embriogénesis 
 
La primera red vascular en el embrión se forma mediante vasculogénesis, proceso que consiste en 
la formación de células endoteliales por diferenciación in situ de células precursoras no diferenciadas 
derivadas del mesodermo (angioblastos). Dichas células endoteliales se asocian y, por coalescencia, 
generan un laberinto o plexo vascular primitivo formado por canales endoteliales de tamaño 
relativamente uniforme (Jones et al., 2001; Risau and Flamme, 1995). A continuación, la red primitiva se 
expande mediante brotes que surgen a partir de los vasos preformados (angiogénesis) o por 





preexistentes (Carmeliet and Jain, 2000). Estos mecanismos dan lugar a una red vascular altamente 
organizada y jerarquizada con vasos de mayor calibre que se ramifican en otros más pequeños 
(Carmeliet, 2005). La remodelación y maduración del plexo vascular primitivo ocurre entre los días E9.5 y 
E12.5 del desarrollo embrionario y requiere el reclutamiento de células murales, la generación y 
desarrollo de la matriz extracelular, y la especialización órgano-específica de las células endoteliales y 
estructuras asociadas (Jain, 2003). 
 
3.1.2 Neovascularización en el organismo adulto 
 
En el organismo adulto apenas un 0.01% de las células endoteliales se encuentra en división 
(Carmeliet and Jain, 2000), sin embargo, el endotelio vascular conserva una gran habilidad para dividirse 
rápidamente en respuesta a estímulos fisiológicos o patológicos (Carmeliet, 2005). La angiogénesis 
fisiológica en el organismo adulto usualmente es focal, de duración limitada y suele estar asociada a 
procesos relacionados con la reproducción (ovulación, placentación y galactogénesis) y la reparación 
tisular (cicatrización de heridas y regeneración tisular) (Folkman, 2007a).  Nuevas evidencias apuntan a 
que la angiogénesis también juega una función importante en la configuración del sistema nervioso y su 
protección de las enfermedades (Greenberg and Jin, 2005) y se han descrito importantes paralelismos 
entre las acciones de los factores de crecimiento angiogénicos y aquellos que regulan la arborización 
terminal de los axones (Carmeliet and Tessier-Lavigne, 2005).  
 
3.2 Angiogénesis tumoral 
 
El concepto que establece un vínculo fundamental entre la angiogénesis y el crecimiento tumoral y 
el desarrollo de metástasis fue propuesto hace más de cuarenta años (Folkman, 1971). A grandes 
rasgos establecía que los tumores sólidos sólo podrían crecer más allá de un diámetro reducido si eran 
capaces de estimular el desarrollo de un sistema vascular propio a partir de los vasos sanguíneos del 
organismo huésped. En ausencia de dicha red vascular las tasas de multiplicación y muerte celular en el 
tumor alcanzan un estado de equilibrio (latencia) y no es posible el crecimiento exponencial del mismo 
(Folkman, 1974).  
 
Posteriormente se comprobó que la adquisición de un fenotipo angiogénico (Figura 2), también 
llamado “switch angiogénico”, es uno de los procesos esenciales que deben ocurrir para el desarrollo del 
cáncer (Bergers and Benjamin, 2003; Hanahan and Weinberg, 2000, 2011). Su importancia en la 
expansión tumoral es tal que la “adicción a oncogenes” podría estar mediada por el efecto pro-
angiogénico de éstos; así pues, el incremento neto en la proliferación celular inducido por un oncogén 
activo no es suficiente para que el tumor crezca más allá de un tamaño microscópico a menos que dicho 








La presentación del fenotipo angiogénico depende del balance neto entre los factores pro- y anti-
angiogénicos liberados por el microambiente del tumor (Folkman, 1995). Dicho balance puede ser 
alterado  por  el  estrés metabólico  (hipoxia, hipoglicemia),  el  estrés  mecánico (presión generada por  
células en proliferación), mutaciones genéticas (activación de oncogenes o inactivación de genes 
supresores de tumores) y la respuesta inmune-inflamatoria (Carmeliet and Jain, 2000). Al respecto, cabe 
destacar que la inflamación es un componente esencial en la promoción de la angiogénesis tumoral 
(Noonan et al., 2007) y una de las mayores diferencias entre la angiogénesis fisiológica y patológica 





La neovascularización no sólo es importante para la expansión tumoral, también influye 
decisivamente en el establecimiento y desarrollo de las metástasis. En tal sentido se ha propuesto que  
la mayoría de los patrones de presentación clínica de metástasis pueden estar determinados, al menos 
en parte, por las características angiogénicas de la vasculatura del tumor primario (Folkman, 1995). Así 
pues, algunos tumores primarios pueden inhibir el desarrollo de metástasis mediante la producción de 
agentes anti-angiogénicos sistémicos (Holmgren et al., 1995), mientras que otros secretan al plasma 
proteínas que impiden la acción de los inhibidores endógenos de la angiogénesis, específicamente en 
fibroblastos y células endoteliales de futuros sitios de metástasis (Folkman, 2007b). La importancia de la 
angiogénesis tumoral en el proceso metastático ha sido puesta en evidencia en modelos de metástasis a 
ganglios linfáticos (Van den Eynden et al., 2005) y órganos viscerales como pulmón e hígado (Fukata et 
al., 2005; Mi et al., 2006; Takahashi and Mai, 2005).  
 
La vasculatura tumoral no sigue el patrón de ramificación jerárquico y organizado de las redes 
vasculares normales (Jain, 2003); sus vasos sanguíneos suelen ser tortuosos, dilatados, de diámetro 
variable y con excesivas ramificaciones (Carmeliet and Jain, 2000). En consecuencia, el flujo sanguíneo 
tumoral es caótico y poco eficiente en la satisfacción de la demanda metabólica, favoreciendo la 
generación de áreas de hipoxia y acidez (Helmlinger et al., 1997). Estas condiciones disminuyen la 
efectividad terapéutica, modulan la producción de estimuladores e inhibidores angiogénicos y ejercen 
una presión selectiva a favor de las células cancerosas más malignas y metastáticas (Carmeliet and 
Jain, 2000). Además, las zonas hipóxicas o necróticas del tumor favorecen el reclutamiento de células 
inflamatorias (monocitos y macrófagos asociados a tumores) implicadas en el crecimiento tumoral, la 
angiogénesis y la invasividad (Lewis and Murdoch, 2005).  
 
Por su parte, la estructura de la pared vascular también es anormal: la expresión de moléculas de 
adhesión y marcadores de endotelio es heterogénea, en algunas zonas se pierde la integridad de la 
monocapa endotelial mientras que en otras se forman capas múltiples, la membrana basal es 
discontinua y las células endoteliales, además de ser propensas a la apoptosis, presentan fenestraciones 
o vesículas vacuolares y contienen agujeros inter y trans-celulares (Jain, 2003). Asimismo, las células 
tumorales pueden formar parte del endotelio de algunos vasos (mimetismo vasculogénico) (Barinaga, 
1999; Chang et al., 2000; Maniotis et al., 1999; Shirakawa et al., 2002) y su presencia puede tener una 
implicación significativa en el desarrollo de metástasis (Carmeliet & Jain, 2000). 
 
La ruta de señalización mediada por el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y sus 
receptores es esencial durante la vasculogénesis embrionaria y en la neovascularización fisiológica o 
patológica de los tejidos adultos. Sus rutas de señalización favorecen la supervivencia, proliferación, 
migración y reclutamiento de células endoteliales, además de incrementar la permeabilidad vascular y 
promover la disponibilidad de otros factores pro-angiogénicos (Byrne et al., 2005; Coultas et al., 2005). 
Dado que la señalización activada por VEGF constituye una de las principales vías de inducción de 
angiogénesis tumoral, numerosos agentes capaces de inhibir su función han sido desarrollados y 




eficacia antitumoral, la aparición de resistencia adaptativa e incluso la progresión a estados de mayor 
malignidad e invasividad ha limitado considerablemente la potencial aplicación de estos agentes 
terapéuticos (Paez-Ribes et al., 2009). Así pues, nuevos inhibidores de la angiogénesis están siendo 
desarrollados cuya acción se centra en mecanismos complementarios a los regulados por VEGF. En tal 
sentido, moléculas capaces de regular la ramificación, elongación, fusión, maduración y remodelación de 
la vasculatura son candidatos relevantes para combatir la angiogénesis tumoral y la resistencia a las 
terapias basadas en VEGF (Carmeliet et al., 2009). 
 
4. La ruta de señalización de HGF/c-Met 
 
4.1 El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) 
 
El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF, hepatocyte growth factor) es una glicoproteína 
secretada que actúa como una citoquina con actividades pleiotrópicas capaz de mediar señales que 
favorecen la migración, supervivencia y proliferación celular (Birchmeier et al., 2003). La coordinación 
espacial y temporal de dichas actividades permite regular programas celulares complejos como la 
formación de estructuras tubulares ramificadas y el crecimiento invasivo, esta última de gran relevancia 
durante el desarrollo embrionario, la regeneración tisular y el establecimiento de metástasis (Trusolino 
and Comoglio, 2002). 
 
HGF es producida predominantemente por células mesenquimales y es capaz de actuar de forma 
endocrina o paracrina sobre células que expresan el receptor c-Met (Ma et al., 2003). HGF fue 
identificado originalmente como scatter factor (SF), un agente de origen fibroblástico capaz de inducir la 
movilidad y dispersión de las células epiteliales (Stoker et al., 1987). Prácticamente en paralelo fue 
descrito un factor de crecimiento fundamental en la regeneración hepática en virtud de su acción 
mitógena sobre los hepatocitos (Nakamura et al., 1989). Poco tiempo después se estableció que ambos 
agentes correspondían a una misma proteína (Gherardi and Stoker, 1990; Weidner et al., 1991) capaz de 
estimular la proliferación y motilidad celular a través del receptor de membrana c-Met (Naldini et al., 
1991).   
 
HGF es una proteína compleja que guarda similitud con el plasminógeno, al igual que éste es 
sintetizado como un precursor mayormente inactivo que es proteolíticamente activado por diversas serín 
protesasas (Schwall et al., 1996). La forma activa de HGF es capaz de unirse a c-Met e inducir su 
dimerización y fosforilación, desencadenando una cascada de señalización intracelular que constituye la 
vía fundamental por la que HGF modula diferentes actividades biológicas (Birchmeier et al., 2003). 
Adicionalmente, HGF se une con gran afinidad a proteoglicanos como heparán sulfato que limita la 
difusión in vivo de dicho factor aunque no es fundamental para la activación del receptor c-Met 






Estructuralmente HGF se caracteriza por poseer una estructura modular organizada en seis 
dominios: un dominio amino-terminal (N), cuatro dominios kringle y un dominio con homología a serín 
proteasas (SPH) sin actividad enzimática (Figura 3). El precursor de HGF es sintetizado como una pro-
proteína de cadena única que tras su procesamiento proteolítico da lugar a un heterodímero activo 
formado por dos subunidades (α y β) unidas por puentes disulfuro. La conversión del precursor inactivo  
en la forma biológicamente activa es efectuada por diversas serín proteasas que incluyen al activador del 
plasminógeno tisular, urokinasa y diversos factores de coagulación (Birchmeier et al., 2003). 
 
La estructura modular de HGF ha facilitado el análisis de la función particular de sus dominios. 
(Gherardi et al., 1997). Experimentos basados en la deleción de dominios o en la expresión individual de 
éstos ha permitido establecer que el primer dominio kringle es capaz de unirse y activar el receptor c-
Met, aunque requiere la presencia del dominio N-terminal (NK1) para unirse a proteoglicanos (Rubin et 
al., 2001). Por su parte, la adición de los siguientes dominios kringle a NK1 modifica la acción biológica 
de los polipéptidos resultantes. Así pues, NK2, una variante natural de HGF constituída por el dominio N-
terminal y los primeros dos dominios kringle antagoniza los efectos de HGF sobre el crecimiento celular 
in vivo pero facilita la motilidad celular (Otsuka et al., 2000). Finalmente, NK4 ha demostrado ser capaz 
de unirse al receptor c-Met e inhibir diversas de las respuestas biológicas inducidas por HGF, incluyendo 




4.2 El receptor tirosina quinasa c-Met 
 
Las funciones de HGF son mediadas por el receptor c-Met, el cual es un receptor de la membrana 
celular con actividad tirosina quinasa y que se expresa fundamentalmente en células epiteliales y 
endoteliales (Kuhnen et al., 2003). La primera descripción de c-Met hacía referencia a un oncogén 
activado presente en una línea celular de osteosarcoma (Cooper et al., 1984); posteriormente, la 
identificación del proto-oncogén permitió la descripción de c-Met como un receptor con actividad tirosina 
quinasa (Park et al., 1987) sin que se conociese en ese momento la identidad de sus ligandos. 
 
Al igual que su ligando, el receptor c-Met es un heterodímero unido por puentes disulfuro que se 
forma tras la digestión proteolítica de un precursor. La forma madura del receptor consiste de una 
subunidad α íntegramente extracelular y una subunidad β, de mayor tamaño, que engloba el resto del 
ectodominio de c-Met, la hélice transmembrana y la porción citoplásmica del receptor, donde se 
encuentra el dominio con actividad tirosina quinasa y la región C terminal, esencial para el reclutamiento 
de diversos sustratos. La estrctura de c-Met (Figura 3) está conformada por un dominio Sema típico de 
las proteínas semaforinas que es capaz por sí mismo de unirse a HGF, un pequeño dominio rico en 
cisteínas seguido por cuatro repeticiones de dominio tipo inmunoglobulinas y el dominio tirosina quinasa 
intracelular (Gherardi et al., 2003). 
 
El receptor c-Met es el prototipo de una familia de receptores con actividad tirosina quinasa en la 
que también se encuentra el receptor Ron, cuyo ligando es la proteína estimulante de macrófagos (MSP) 
(Follenzi et al., 2000). Estructuralmente se caracterizan por poseer dos residuos adyacentes de tirosina 
en el dominio quinasa de la subunidad β, responsables de la actividad catalítica del receptor y dos 
residuos de tirosina en la región C-terminal de la subunidad β que actúan como un sitio de unión 
multifuncional que recluta con gran afinidad diversos mediadores intracelulares (Gherardi et al., 2006). 
 
4.3 Señalización intracelular mediada por c-Met 
 
La región N terminal de HGF se une a c-Met induciendo la dimerización y fosforilación de las 
tirosinas 1230, 1234 y 1235 del dominio quinasa que a su vez determinan la autofosforilación de las 
tirosinas 1349 y 1356 del dominio C-terminal (Gherardi et al., 2006). De esta manera se genera un sitio 
de unión multifuncional que recluta diversas proteínas adaptadoras responsables de la transmisión de 
señales intracelulares a través de las vías de Ras/Mapk, PI3K/Akt, c-Src y STAT3/5 (Peruzzi and Bottaro, 
2006).  
 
Diversos ensayos genéticos y biológicos han demostrado que Gab1 es el sustrato más relevante 
en la transmisión de señales a través del eje HGF/c-Met (Sachs et al., 2000). Gab1 es una proteína 
adaptadora que es reclutada directa e indirectamente al dominio tirosina quinasa activado. La interacción 





distinta a los dominios clásicos de unión a fosfo-tirosinas y que no está presente en otras proteínas de la 
familia Gab (Lock et al., 2000). Dicha interacción determina la fosforilación de Gab1 y el consecuente 
reclutamiento de diversas moléculas de señalización como Shp2, Grb2, PI3K, fosfolipasa C y Crk, a 
través de sus dominios SH2 (Gu and Neel, 2003). 
 
La señalización intracelular mediada por c-Met (Figura 4) determina la ejecución de respuestas 




Grandes esfuerzos se han dedicado a definir el rol de determinados efectores intracelulares en la 
mediación de respuestas específicas mediante el uso de inhibidores selectivos. En tal sentido, se ha 
propuesto que la cascada de señalización mediada por Gab1-Shp2-Erk/Mapk regula la proliferación, 
adhesión y motilidad celular. Por su parte, Ras, Rac1 y PAK modulan la organización del citoesqueleto y 
la adhesión celular. Igualmente, la señalización de Gab1 y Crk a través de Rap1 participa también en el 
control de la motilidad celular. Además, la señalización a través de PI3K, Akt y la proteína quinasa B 
(PKB) promueven la supervivencia celular mientras que Ras/Mapk favorecen la proliferación celular y la 
adquisición de características asociadas a la transformación oncogénica (Birchmeier et al., 2003). 
Finalmente, cabe destacar que el control de procesos morfogenéticos complejos, como el crecimiento 
celular invasivo y la formación de estructuras tubulares, requiere la participación de toda la maquinaria 
de transducción de señales para regular coordinadamente el crecimiento celular, la polaridad celular y el 
movimiento (Porter, 2010). 
 
Por otra parte, existen evidencias que indican que c-Met puede interactuar en la membrana celular 
con integrina-β4 (Trusolino et al., 2001), ezrina (Crepaldi et al., 1997), cadherina-E (Hiscox and Jiang, 
1999), ICAM-1 (Olaku et al., 2011), neuropilina 1 y 2 (Sulpice et al., 2008), CD44 (Orian-Rousseau et al., 
2002) o los receptores de semaforinas (Giordano et al., 2002) y de Fas (Wang et al., 2002), formando 
distintas plataformas de señalización. Dichas interacciones participan en la regulación de diversos 
procesos biológicos mediante la relocalización de c-Met a regiones especializadas de la membrana 
celular y favoreciendo su agrupación con sustratos específicos o con otras moléculas de señalización 
intracelular. 
 
4.4 Funciones fisiológicas de HGF/c-Met 
 
Los ratones knockout para HGF (Schmidt et al., 1995) o c-Met (Bladt et al., 1995), o aquellos 
portadores de mutaciones inactivantes en dicho receptor presentan un fenotipo letal embrionario debido 
a defectos en la placenta, hígado, músculo y sistema nervioso (Maina et al., 1996; Maina et al., 1997; 
Maina et al., 2001). Durante el desarrollo embrionario, c-Met controla la transición epitelio-mesénquima 
de progenitores miogénicos y la migración de los mismos a sitios distantes del embrión. Dichos 
mecanismos son empleados también por las células tumorales en su proceso de colonización 
metastática.  
 
En el organismo adulto la vía de señalización mediada por HGF/c-Met ha sido asociada al control 
de la homeostasis tisular y la protección frente a enfermedades degenerativas; de hecho, se cree que la 
regulación al alza de HGF y la consecuente activación de c-Met puede ser parte de un mecanismo 
defensivo general contra diversas lesiones tisulares (Comoglio et al., 2008). En tal sentido, mediante el 
empleo de un modelo knockout condicional de c-Met específico de hepatocitos se ha demostrado que la 
pérdida de la actividad tirosina quinasa de c-Met no afecta la función de dichas células en condiciones 
fisiológicas, sin embargo, la respuesta adaptativa al daño hepático se encuentra altamente 





Otros estudios han demostrado que c-Met es esencial para la reparación de heridas en ratones; 
así pues la deleción condicional de c-Met en los queratinocitos impide la contribución de dicho linaje 
celular al proceso de regeneración tisular. Además, otros factores de crecimiento involucrados en la re-
epitelización, como EGF y FGF, no son capaces de compensar in vivo la falta de HGF/c-Met en la piel 
(Chmielowiec et al., 2007). 
 
4.5 Funciones de HGF/c-Met en la progresión tumoral 
 
La sobreexpresión de HGF y c-Met ha demostrado ser capaz de inducir la transformación 
oncogénica de líneas celulares de ratón e inducir su capacidad invasiva y metastática. De forma similar, 
la inactivación o silenciamiento de HGF o c-Met en líneas celulares tumorigénicas, disminuye 
considerablemente su potencial neoplásico (Jeffers et al., 1996). 
 
La señalización a través de HGF/c-Met es importante en el desarrollo tumoral, particularmente en 
las etapas invasivas y metastáticas (Comoglio and Trusolino, 2002) y contribuye activamente a los 
procesos de proliferación, invasión, angiogénesis y escape de la apoptosis (Birchmeier et al., 2003). La 
presencia de altos niveles de HGF y la sobreexpresión de c-Met en el cáncer han sido asociadas a 
pronóstico desfavorable, agresividad de la enfermedad, incremento en la aparición de metástasis y 
disminución de la tasa de supervivencia (Birchmeier et al., 2003; Comoglio and Trusolino, 2002; 
Danilkovitch-Miagkova and Zbar, 2002). 
 
La activación aberrante de la ruta de señalización mediada por HGF/c-Met ha sido asociada a la 
presentación de distintos tumores primarios en estómago, esófago, riñón, hígado, tiroides, ovarios, 
páncreas, próstata, colon, glándula mamaria y sistema nervioso central (Comoglio et al., 2008). De 
hecho, la sobreexpresión condicional de c-Met específicamente en los hepatocitos de ratones 
transgénicos es capaz, por sí sola, de inducir la aparición de carcinomas hepatocelulares que remiten 
tras la inactivación del transgén (Wang et al., 2001). Dada la abundancia y solidez de las evidencias que 
relacionan la vía de señalización mediada por HGF/c-Met con varios tipos de cáncer, grandes esfuerzos 
se han dedicado al desarrollo de agentes terapéuticos capaces de bloquear sus efectos en la promoción 
de la progresión tumoral y la invasividad (Porter, 2010). 
 
4.6 Participación de HGF/c-Met en la angiogénesis 
 
HGF estimula la proliferación y migración de diversos tipos de células epiteliales y endoteliales 
(Zarnegar and Michalopoulos, 1995) y es reconocido como uno de los factores de crecimiento capaces 
de modular la angiogénesis (Peters et al., 2004). Al mismo tiempo, existe evidencia que relaciona la 
señalización a través de c-Met con procesos íntimamente asociados a la neovascularización 
(Chmielowiec et al., 2007; Kuhnen et al., 2003; Neuss et al., 2004). Por ejemplo, la administración 




estimulación de la migración de células endoteliales al área afectada y su proliferación (Bevan et al., 
2004). De forma similar, la expresión transgénica de HGF  en la piel del ratón promueve la formación de 
vasos linfáticos con gran eficacia (Kajiya et al., 2005). Además, los mecanismos de señalización 
autocrinos y paracrinos de HGF sobre c-Met constituyen un fuerte estímulo para la neovascularización 
tumoral (Kuhnen et al., 2003) y contribuyen a la expresión de otros factores angiogénicos por parte de 
las células tumorales (Dong et al., 2004). Al mismo tiempo, la administración de inhibidores competitivos 
de c-Met es capaz de impedir el crecimiento tumoral a través de la disminución de la densidad 
microvascular y la atenuación del fenotipo angiogénico (Puri et al., 2007). Por otra parte, algunos 
resultados sugieren que HGF y c-Met son sobreexpresados durante la neovascularización de la retina 
inducida por hipoxia y que c-Met en particular es expresado por las células vasculares; al respecto, la 
inhibición de c-Met mediante la inyección intraocular de un anticuerpo anti-c-Met provoca un marcado 
descenso en la angiogénesis retinal asociado a una menor actividad de urokinasa, proteasa de la matriz 
extracelular que participa activamente en la promoción de la motilidad celular (Colombo et al., 2007). 
 
Aún se desconoce si la activación de c-Met en las células endoteliales mediada por HGF 
contribuye o no a la angiogénesis tumoral in vivo, aunque existen evidencias que apuntan en esa 
dirección. Por una parte se sabe que HGF induce la expresión de VEGF en diferentes líneas celulares 
(Pennacchietti et al., 2003) y a su vez que HGF promueve el crecimiento, supervivencia y motilidad de 
las células endoteliales en cultivo (Ma et al., 2002; Zhang et al., 2003). Además, en ensayos de 
xenotransplante de células tumorales que sobreexpresan HGF, se ha demostrado que el crecimiento y la 
angiogénesis tumoral pueden ser inhibidos mediante expresión simultánea de un antagonista de HGF 
(NK4) o de un receptor c-Met soluble (Kubota et al., 2009). Estos resultados sugieren claramente una 
función de c-Met en los procesos de neovascularización fisiológica y tumoral, sin embargo, es necesario 
esclarecer si dicho papel está asociado directamente a las rutas de señalización activadas en las células 
endoteliales y en qué medida contribuyen éstas a la acción definitiva de c-Met sobre el proceso global. 
Más aún, la disección detallada de las funciones del eje HGF/c-Met en las células endoteliales, tanto 
durante el desarrollo como en el contexto del crecimiento tumoral, podría dar lugar a la validación de esta 
ruta de señalización como un objetivo potencial de las terapias antiangiogénicas. 
 
Otras líneas de evidencia apuntan a un rol de c-Met en la adquisición de resistencia a los 
tratamientos anti-angiogénicos; en tal sentido su inhibición terapéutica en conjunto con fármacos 
capaces de inhibir otras vías de señalización como VEGF constituye una estrategia capaz de mejorar la 
eficacia de los inhibidores angiogénicos en diversos tipos de cáncer (Aftab and McDonald, 2011). Al 
respecto, cabe destacar que la hipoxia es capaz de inducir un incremento en la transcripción de c-Met 
(Pennacchietti et al., 2003), que a su vez estimula la capacidad invasiva de las células favoreciendo su 
migración a zonas con mejor oxigenación. Este hecho evidencia la importancia de suprimir la actividad 
de c-Met durante la terapia anti-angiogénica asociada al cáncer, con el objetivo de prevenir la potencial 
diseminación de células cancerosas. Así pues, la inactivación de c-Met podría tener efectos anti-






5. Los receptores de angiopoietinas 
 
Los receptores Tie (Tie1 y Tie2) fueron el segundo sistema de señalización específico del 
endotelio vascular en ser caracterizado. El acrónimo Tie (Tyr kinase with Ig and EGF homology domains) 
hace referencia a propiedades estructurales del dominio extracelular del receptor y a su actividad tirosina 
quinasa (Partanen et al., 1992). La caracterización de fenotipos letales durante el desarrollo embrionario 
de ratones knockout para los receptores Tie (Dumont et al., 1994; Sato et al., 1995) estimuló el interés en 
la identificación de ligandos específicos y en las vías de señalización intracelular utilizadas por dichos 
receptores.  
 
Las angiopoietinas (Ang1, Ang2 y Ang3) son una familia de factores de crecimiento que actúan 
como ligandos para el receptor Tie2 en el ratón. Ang1 actúa como ligando agonista (Davis et al., 1996) e 
induce la fosforilación de Tie2, cuyas vías de señalización regulan la maduración y quiescencia vascular 
mediante estabilización de interacciones celulares, reclutamiento de células murales y transmisión de 
señales de supervivencia al endotelio vascular (Eklund and Olsen, 2006; Suri et al., 1996; Thurston et al., 
1999). Por su parte, Ang2 es un antagonista funcional que se une a Tie2 sin inducir su fosforilación (Gale 
et al., 2002; Maisonpierre et al., 1997), aunque puede actuar como agonista en ciertos tipos celulares y/o 
contextos experimentales; así pues, Ang2 es un regulador complejo que participa tanto en la brotación 
como en la regresión vascular y su acción definitiva depende de la presencia de otros factores de 
crecimiento como VEGF-A (Gale et al., 2002). Ang3 corresponde a un ortólogo de ratón de la 
angiopoietina humana Ang4 (Valenzuela PNAS 1999), si bien sus funciones se encuentran mucho 
menos caracterizadas, las evidencias sugieren que, al igual que Ang2, es un ligando antagonista con 
acción dependiente de contexto (Eklund and Olsen, 2006). 
 
5.1 Estructura y función del receptor Tie2 
 
Los receptores Tie son proteínas transmembranales simples con un dominio extracelular de unión 
a ligando y un dominio intracelular con actividad tirosina quinasa (Figura 5). Tie2 se encuentra altamente 
conservado en la evolución de los vertebrados, desde el pez cebra al humano, y la mayor homología 
aminoacídica corresponde al dominio catalítico (Kobayashi and Lin, 2005). Ambos receptores (Tie1 y 
Tie2) comparten una gran similitud estructural y sus dominios intracelulares están ampliamente 
conservados (76% de identidad) (Macdonald et al., 2006).  
 
Todos los efectos de Ang1 sobre Tie2 son compatibles con un modo de acción que implica la 
activación de dicho receptor; en contraposición, las acciones de Ang2 pueden ser de carácter agonista o 
antagonista en función del contexto celular y del estado de activación del endotelio (Augustin et al., 
2009). Así pues, en la vasculatura quiescente Ang2 actúa como un inhibidor del eje Ang1-Tie2 y su 
efecto inmediato es el de desestabilizar el endotelio (Scharpfenecker et al., 2005) mientras que en el 




 del endotelio, la localización celular de Tie2 y la 
presencia de otros mediadores angiogénicos, el 
efecto final (agonista o antagonista) en la activación 
del receptor puede depender de diferencias en la 
estructura del ligando o su grado de oligomerización 
(Davis et al., 2003; Fukuhara et al., 2008; Saharinen 
et al., 2008). 
 
La caracterización funcional in vivo de Tie2 ha 
sido posible gracias al desarrollo de modelos 
murinos knockout o que expresan formas 
dominantes negativas de Tie2. En ambos casos los 
ratones mueren durante el desarrollo embrionario 
entre E10.5 y E12.5 debido a defectos en la 
integridad del endotelio vascular, causados por un 
dramático descenso en la cantidad de células 
endoteliales, deficiencia de células accesorias 
(pericitos y células de músculo liso) y anomalías en 
el desarrollo cardíaco y hematopoyético (Dumont et 
al., 1994; Takakura et al., 1998).  
 
El resultado final de la señalización a través 
de Tie2 depende estrechamente de la abundancia 
relativa de Ang1 y Ang2, del estado basal del 
endotelio y de la presencia de otros mediadores 
celulares. La acción paracrina de Ang1, expresada 
de forma constitutiva a niveles bajos en el endotelio, 
controla la quiescencia vascular y mantiene al 
endotelio en un estado basal no proliferativo con 
propiedades anti-trombóticas y anti-adhesivas 
(Augustin et al., 2009). Por su parte, Ang2 actúa 
como un antagonista natural de Ang1 y es expresado 
de forma prominente en células endoteliales de sitios donde ocurre regresión vascular fisiológica 
(Maisonpierre et al., 1997). Sin embargo, el efecto funcional neto de la inhibición de Tie2 mediada por 
Ang2 depende de la presencia de otras citoquinas en el microambiente local. En presencia de VEGF, 
Ang2 estimula la migración celular, la proliferación y la brotación de nuevos vasos sanguíneos, mientras 
que en ausencia de dicho factor de crecimiento la presencia de Ang2 induce la muerte de las células 






5.2 Patrón de expresión del gen Tie2 
 
5.2.1 Como marcador de fenotipo endotelial 
 
Tie2 es considerado uno de los marcadores de fenotipo endotelial más fiable en los distintos 
estadios de desarrollo (Figura 6) y su expresión es  una característica general de todas las células 
endoteliales (Sato et al., 1995; Schlaeger et al., 1997; Schnurch and Risau, 1993).   
 
Durante el desarrollo del ratón la expresión de Tie2 se detecta inicialmente en el mesodermo 
extraembrionario a partir del día E7.5; a E8.0 la expresión se hace más pronunciada, se extiende al 
alantoides y al componente mesodérmico de las islas vasculares en el saco vitelino, así como a la capa 
mesodérmica del amnios donde persiste hasta E12.5. En el tejido embrionario propiamente, la expresión 
de Tie2 se detecta por primera vez a E8.5 en la vasculatura en desarrollo del embrión, incluyendo la 
aorta dorsal, el endocardio y los vasos intersegmentales (Dumont et al., 1995).  
 
En el endotelio de la vasculatura quiescente del ratón adulto, Tie2 se expresa de forma 
constitutiva, a bajos niveles y suele estar constantemente activado, condición necesaria para la 
transmisión continua de estímulos de supervivencia a las células endoteliales y para el mantenimiento de 




sobreexpresión de Tie2, especialmente en los vasos de nueva formación, que se asocia al crecimiento, 
remodelación y maduración de dichas estructuras (Peters et al., 2004). 
 
5.2.2 Expresión de Tie2 en células hematopoyéticas 
 
Los receptores Tie también son expresados por células hematopoyéticas circulantes incluyendo 
megacariocitos así como por células madre hematopoiéticas en la médula ósea (Augustin et al., 2009). 
Las células madre hematopoyéticas con expresión de Tie2 son reconocidas como una subpoblación 
caracterizada por su fenotipo quiescente y anti-apoptótico; están relacionadas con el establecimiento y 
mantenimiento de los nichos de células madre en la médula ósea y con la capacidad de repoblación 
hematopoyética a largo plazo (Arai et al., 2004). 
 
Por otra parte, se ha descrito la expresión de Tie2 en una subpoblación de monocitos que son 
activamente reclutados a lesiones neoplásicas, donde promueven la neovascularización tumoral (De 
Palma et al., 2005). Éstas células son capaces de modular la angiogénesis en respuesta a señales del 
microambiente tumoral como la hipoxia (Lewis et al., 2007) y constituyen una reserva de monocitos 
proangiogénicos diferenciados, capaces de contribuir a eventos fisiológicos como la regeneración 
hepática (De Palma et al., 2003). El desarrollo de terapias capaces de bloquear la acción proangiogénica 
de los monocitos que expresan Tie2 podría representar una alternativa terapéutica de difícil evasión 
dada la estabilidad genética y escasa proliferación de estas células (De Palma et al., 2007). 
 
5.2.3 Expresión de Tie2 en la vasculatura tumoral 
 
Las angiopoietinas y el receptor Tie2 participan en varios eventos asociados al desarrollo de la 
vasculatura tumoral, fundamentalmente en la angiogénesis, inflamación y extravasación vascular (Shim 
et al., 2007). Su influencia es importante desde las primeras etapas de la vascularización tumoral y 
participan en la desestabilización inicial que permite la infiltración de proteasas, citoquinas y células 
mieloides proangiogénicas que posteriormente dirigen el desarrollo de la vasculatura tumoral (Huang et 
al., 2010).  
 
Tie2 es sobreexpresado en el endotelio de la vasculatura de varios tipos de cáncer como el 
carcinoma hepatocelular y pulmonar, astrocitoma, sarcoma de Kaposi, angiosarcoma, cáncer colorrectal 
y tumores de mama, próstata, estómago, tiroides y tracto biliar; además, dicha sobreexpresión ha sido 
relacionada con el potencial metastático y la agresividad tumoral (Chin et al., 2003; Dales et al., 2003; 
Tait and Jones, 2004; Zhang et al., 2006). La expresión de Tie2 en la vasculatura tumoral es 
heterogénea y depende fundamentalmente del tipo tumoral (Fathers et al., 2005); en cáncer de mama se 
ha demostrado que la expresión de Tie2 se concentra en “hot spots” vasculares que coinciden con los 
límites del tumor que lideran la invasión del tejido circundante (Kobayashi and Lin, 2005; Peters et al., 
2004). Por otra parte, existen evidencias que sugieren que las células cancerosas pueden regular por sí 





al desarrollo tumoral (estrés mecánico, hipoxia, TNF-α) son capaces de modular la expresión de Tie2 
(Fathers et al., 2005). 
 
6. Modelos murinos genéticos basados en secuencias de los receptores Tie 
 
La expresión preferencial de los receptores Tie en las células endoteliales y su activa participación 
durante diversos procesos de la angiogénesis, hacen de ellos buenos candidatos para dirigir la expresión 
de genes específicamente al endotelio vascular. La mayoría de los modelos de ratones modificados 
genéticamente basados en los genes Tie1 o Tie2 son transgénicos que utilizan los elementos 
promotores y potenciadores de dichos genes para dirigir la expresión de proteínas catalizadoras de 
recombinación (Constien et al., 2001; Kisanuki et al., 2001). También se han generado algunos modelos 
en los que las secuencias de Tie 1 o Tie2 regulan la expresión de proteínas trazadoras cromogénicas 
(Schlaeger et al., 1997) o fluorescentes (Hillen et al., 2008; Iljin et al., 2002; Motoike et al., 2000). Dichos 
modelos (Tabla 1) han sido útiles herramientas en el estudio de los patrones de expresión de los 
receptores Tie, en la caracterización del desarrollo del endotelio vascular y el análisis de la función de 
dichos receptores en la angiogénesis fisiológica y patológica. 
 
6.1 Modelos de recombinación tejido-específica  
 
Todos los modelos descritos en los que secuencias de Tie1 o Tie2 dirigen la expresión de enzimas 
de recombinación al endotelio vascular se basan en el sistema Cre/loxP. La recombinasa Cre es una 
pequeña integrasa derivada del bacteriófago P1 que cataliza eventos definidos de recombinación de 
ADN entre sitios diana específicos denominados loxP (locus de entrecruzamiento [x] en P1) (Hamilton 
and Abremski, 1984). En función de la orientación específica de los elementos loxP que flanquean a una 
secuencia, ésta sufrirá un proceso de escisión o inversión catalizado por Cre.  
 
La combinación del sistema Cre/loxP con la tecnología de gene targeting en células ES ha 
supuesto una revolución en las posibilidades de análisis genético en el ratón. Así pues, la deleción 
condicional de secuencias genómicas, mediante la acción de la recombinasa Cre sobre regiones 
flanqueadas por sitios de reconocimiento loxP, se ha convertido en una aproximación frecuente en la 
evaluación de la función genética en tejidos, tipos celulares o momentos del desarrollo específicos 
(Nagy, 2000). 
 
Existen varios modelos que utilizan secuencias del gen Tie2 para dirigir la expresión de Cre al 
endotelio vascular (Constien et al., 2001; Kisanuki et al., 2001; Theis et al., 2001). Todos ellos son 
modelos transgénicos convencionales en los que la expresión de Cre depende de un fragmento de 2.1 
Kb del promotor de Tie2 y un fragmento de tamaño variable (de 1.7 a 10.5 Kb) de la secuencia del primer 
intrón, en el que se encuentran elementos potenciadores de la transcripción de Tie2. A pesar de que 




recombinación inducidos por dichos modelos varían considerablemente, quizá debido a efectos 
asociados al sitio de integración del transgén o al número de copias presente. Por su parte, únicamente 
se ha descrito un modelo que emplea la secuencia promotora de Tie1 para dirigir la expresión de la 
recombinasa Cre (Gustafsson et al., 2001). 
  
El desarrollo de recombinasas inducibles, mediante la fusión de Cre a versiones mutadas de 
dominios de unión a ligando de los receptores para hormonas esteroideas, ha permitido el 
establecimiento de modelos de recombinación condicional que responden a la administración de un 
ligando exógeno como el tamoxifeno (Feil et al., 1997). En condiciones normales la fusión se encuentra 
retenida en el citoplasma celular asociada a chaperonas tipo Hsp90, la presencia del ligando sintético y 
su unión al receptor mutado induce la translocación de la fusión al núcleo donde la recombinasa lleva a 
cabo su actividad (Figura 7). Dicha estrategia permite controlar la activación de la recombinasa en el 






puede disponerse de 
modelos en los que el 
evento de recombinación es 
controlado espacial y 
temporalmente (Metzger 
and Chambon, 2001). 
 
Hasta la fecha 
existen dos publicaciones 
que refieren la generación 
de modelos murinos que 
expresan versiones 
inducibles de la 
recombinasa Cre a partir de 
las secuencias reguladoras 
de Tie2. Uno de ellos 
(Forde et al., 2002) expresa 
la recombinasa inducible 
CreERT2 bajo el control de las secuencias promotoras y potencia-doras de Tie2 antes descritas. Por su 
parte, el segundo modelo expresa CreERT2 a partir de todas las secuencias reguladoras de Tie2 
contenidas en un cromosoma artificial bacteriano (BAC) (Korhonen et al., 2009).  
 
6.2 Modelos de expresión de proteínas trazadoras 
 
A partir de las secuencias reguladoras de la expresión de Tie1 o Tie2 se han generado algunos 
modelos murinos que expresan proteínas trazadoras en el endotelio vascular. Hasta donde llega nuestro 
conocimiento, en la literatura se han reportado dos modelos que expresan la β-galactosidasa bacteriana 
bajo el control de secuencias promotoras y potenciadoras de Tie2 (Schlaeger et al., 1997; Teng et al., 
2002); uno de estos modelos goza de carácter inducible y la expresión de β-galactosidasa depende de la 
administración exógena de doxiciclina a través de un sistema de regulación basado en elementos 
inducibles por tetraciclina (Teng et al., 2002). Por su parte, existe un modelo en el que un fragmento de 
0.8 Kb de la secuencia promotora de Tie1 dirige la expresión de β-galactosidasa en ratones transgénicos 
(Korhonen et al., 1995). 
 
Adicionalmente, dos modelos transgénicos en los que las secuencias reguladoras del gen Tie2 
dirigen la expresión de la proteína fluorescente verde GFP han sido reportados con anterioridad (Hillen et 
al., 2008; Motoike et al., 2000). La expresión de dicha proteína trazadora ha posibilitado la visualización 
de los patrones de vascularización en embriones y organismos adultos y ha facilitado la purificación de 




expresión de GFP bajo el control de Tie2 en ratones atímicos desnudos (Hillen et al., 2008) constituye 
una herramienta útil para el estudio de la angiogénesis tumoral y la evaluación de terapias anti-
angiogénicas en modelos de xenotransplante. Por su parte, un modelo con expresión de GFP bajo el 
control de secuencias promotoras de Tie1 ha sido descrito (Iljin et al., 2002), aunque su utilidad se limita 
al estudio del desarrollo vascular durante la embriogénesis. 
 
Si bien dichos 
modelos han permitido la 
visualización de la 
vasculatura en distintos 
contextos biológicos, su 
empleo para la 
monitorización in vivo de la 
angiogénesis se encuentra 
limitado por las 
características espectrales 
de la GFP. Así pues, 
nuevos modelos basados 




necesarios. En tal sentido, el desarrollo de nuevas proteínas fluorescentes con características 
espectrales que mitigan la absorción de la señal por parte de la hemoglobina constituye una fuente 
adicional de trazadores. Las proteínas fluorescentes con rangos de emisión de longitud de onda superior 
a 600 nm (rojo lejano) gozan de una mayor transmisión relativa en los tejidos (Figura 8) y poseen un 
menor solapamiento con la señal autofluorescente de origen endógeno (Shcherbo et al., 2010), por lo 
que ofrecen nuevas alternativas de visualización que incluyen la potencial detección de la señal 
mediante técnicas de imagen no invasivas. Dentro de este grupo de proteínas autofluorescen-tes con 
emisión superior a 600 nm se encuentran Katushka (Shcherbo et al., 2007) y sus derivados, Neptuno 
(Lin et al., 2009) y algunas variantes obtenidas por mutagéne-sis dirigida a partir de la proteína roja 
monomérica mRFP1 (Shaner et al., 2004; Shaner et al., 2005). El desarrollo de modelos murinos que 
expresen dichas proteínas de forma específica en el endotelio vascular puede favorecer el estudio, 
visualización y monitorización in vivo de los mecanismos asociados a la neovascularización fisiológica o 
patológica. 
 
6.3 Otros modelos murinos para el estudio de la biología vascular 
 
Además de Tie1 y Tie2, otros genes cuya expresión es mayoritariamente específica para el 





recombinación. En tal sentido, fragmentos del promotor del gen Cdh5, que codifica para la cadherina 
vascular endotelial tipo 2, han sido empleados para expresar la recombinasa Cre (Alva et al., 2006; Chen 
et al., 2009; Kogata et al., 2006) o su forma inducible CreERT2 (Monvoisin et al., 2006; Sorensen et al., 
2009), específicamente en el endotelio vascular. Un modelo adicional basado en Cdh5 utiliza la 
secuencia genómica completa de dicho gen (clonada en un BAC) para dirigir la expresión de CreERT2 
(Monvoisin et al., 2006; Sorensen et al., 2009). De forma similar, la secuencia completa del gen Pdgfb ha 
sido empleda en un cromosoma artificial de fago (PAC) para dirigir la expresión de CreERT2 (Claxton et 
al., 2008). Finalmente, el potenciador endotelial 5’ del locus del factor de transcripción SCL (stem cell 
leukemia) ha sido utilizado en un modelo transgénico convencional para dirigir la expresión de la 
recombinasa inducible CreERT (Gothert et al., 2004). 
 
Por su parte, modelos transgénicos con expresión de GFP en la vasculatura sanguínea han sido 
desarrollados mediante el empleo de las secuencias de los genes que codifican para la óxido nítrico 
sintasa endotelial (eNOS) (van Haperen et al., 2003), nestina (Amoh et al., 2005) o VEGF (Kishimoto et 
al., 2000). Este último gen, así como el que codifica para el receptor 2 de VEGF han sido empleados 
para dirigir la expresión de la proteína bioluminiscente luciferasa en modelos transgénicos que permiten 
la monitorización in vivo de la expresión de VEGF (Wang et al., 2006) o el seguimiento de la 










1. Generar y caracterizar una línea de ratones modificados genéticamente que permita la inducción 
de mutaciones condicionales específicamente en el endotelio vascular sanguíneo. 
 
2. Utilizar dicha línea para analizar la relevancia específica de la señalización mediada por el 
receptor c-Met en el endotelio vascular sanguíneo en situaciones fisiológicas y patológicas. 
 
3. Generar y caracterizar una línea de ratones modificados genéticamente optimizada para la 
monitorización de eventos de recombinación mediados por la recombinasa Cre mediante 
técnicas de imagen molecular. 
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1. Generación del modelo Tie2CreERT2 
 
1.1 Construcción del vector de targeting Tie2-IRES-CreERT2 
 
Los brazos de homología del vector de targeting Tie2-IRES-CreERT2 se aislaron y clonaron de 
secuencias correspondientes a los exones 21, 22 y 23 (e intrones asociados) del gen Tie2 a partir de 
ADN genómico de células madre embrionarias (células ES) de ratón, de fondo genético puro 129Sv/Pas. 
Mediante PCR se amplificaron las secuencias Tie2-BH5di (6.5 Kb), que da lugar a la porción distal del 
brazo de homología 5’ (oligonucleótidos directo: BH5-E1, 5’ ACC AAT AAA AGC CCC ATC CTA AAG G 
3’; y reverso: BH5-F1, 5’ TTC ACC TAT GCC ACA TTT GGT ATG G 3’), y Tie2-BH3 (3.2 Kb), que da 
lugar al brazo de homología 3’ (oligonucleótidos directo: BH3-A2, 5’ AGA GAT AAG GAA GCC AGG ACA 
TTT ACC 3’; y reverso: BH3-B2, 5’ TCT TAG AAA TGT TTG GTG GCT CTG G 3’). Dichas secuencias se 
clonaron en el vector pCR4-TOPO (Invitrogen) y se secuenciaron para identificar posibles mutaciones 
introducidas durante la amplificación. Con el objeto de disminuir la probabilidad de mutaciones durante la 
amplificación por PCR, el número de ciclos se limitó a 15. Por su parte, la secuencia Tie2-BH5pr (5.2 
Kb), de la que se obtiene la parte proximal del brazo de homología 5’, se obtuvo por digestión SacI 
(Roche) del BAC #bMQ-55D4 (colección 129S7/AB2.2 del Sanger Institute); los fragmentos obtenidos se 
clonaron mediante el sistema ZeroTM Background Cloning Kit (Invitrogen), y se seleccionaron colonias 
por hibridación utilizando una sonda de 437 pb que reconoce una secuencia específica dentro del exón 
23. La sonda se generó por PCR utilizando los oligonucleótidos: directo, e23-G2 (5’ AAA TCA CTG TCA 
CAC ACA TAC AGA GG 3’) y reverso, e23-H2 (5’ ATC TTA GCA CAT TCT TAC TCC GAG C 3’).  
 
Posteriormente, se procedió a la síntesis de secuencias adaptadoras (A-BH3, A-Neo y A-BH5) que 
incluyen las dianas de restricción necesarias para que la generación del vector de targeting se realice 
mediante pasos sucesivos de clonación por extremos cohesivos. La secuencia adaptadora A-BH3 
incluye una región que corresponde al extremo proximal del brazo de homología 3’, mientras que la 
secuencia adaptadora A-Neo contiene dos fragmentos que corresponden al extremo proximal del brazo 
de homología 5’ y a la secuencia codificante del exón 23 hasta el codón de terminación de traducción 
(TAG).  
 
En la construcción de los vectores de targeting se emplearon técnicas básicas de biología 
molecular para la digestión, resolución, purificación y clonación de secuencias de ADN.  Por una parte 
los fragmentos PmeI/SacI y SacI/PmlI obtenidos de las secuencias Tie2-BH5di y Tie2-BH5pr, 
respectivamente, se clonaron en dos pasos sucesivos en la secuencia adaptadora A-BH5 dando lugar al 
vector Tie2-A-BH5 que contiene el brazo de homología 5’ completo. Al mismo tiempo, se clonó el 
fragmento BalI/SbfI obtenido de la secuencia Tie2-BH3 en el plásmido adaptador A-BH3 dando lugar al 
vector Tie2-A-BH3 que contiene el brazo de homología 3’ completo; en dicho vector se introdujo la fusión 
IRES-CreERT2 obtenida por digestión NotI/EcoRI del plásmido pCV11 (construido por Victoria 
Campuzano en el laboratorio del Dr. Mariano Barbacid) dando lugar al vector Tie2-BH3-CreERT2. De 




forma paralela se generó el vector Tie2-Neo mediante clonación del casete de resistencia a neomicina 
(PGK-neo) flanqueado por sitios frt (contenido en el plásmido pDELBOY construido en el laboratorio del  
Dr. Tom Makela) en los sitios XhoI/Bst11071 del plásmido adaptador A-Neo.  
 
A continuación, el fragmento PmlI/NotI del plásmido Tie2-Neo (que contiene el casete de 
resistencia a neomicina y la secuencia del exón 23 hasta su codón de terminación) y el fragmento 
NotI/HincII del vector Tie2-BH3-CreERT2 (que contienen la proteína de fusión y el brazo de homología 
3’) se clonaron en el vector Tie2-A-BH5 (que contiene el brazo de homología 5’) dando lugar al vector 
Tie2-BH-CreERT2. Finalmente, a dicho vector se clonó en los sitios SalI/PmeI la secuencia de la toxina 
diftérica α (DTA) obtenida por digestión SalI/EcoRV del plásmido G112 (GenOway). De esta manera se 
obtiene el vector de targeting Tie2-IRES-CreERT2 (una representación esquemática del proceso se 
muestra en la Figura 13 de Resultados).  
 
1.2 Electroporación en células ES 
 
Células madre embrionarias (células ES) V6.4 de fondo genético mixto 129S4/SvJae x C57BL/6J 
fueron cultivadas sobre una monocapa de fibroblastos embrionarios murinos (MEFs) previamente 
tratados con mitomicina y resistentes a neomicina, en DMEM/Glutamax-I (Gibco), 2-mercaptoetanol 0.1 
mM (Gibco), aminoácidos no esenciales 1X (Gibco), piruvato sódico 1 mM (Gibco), penicilina-
estreptomicina 50 U/mL-50 μg/mL (Gibco), LIF 1000 U/mL (Chemicon) y suero fetal bovino 15% (Gibco). 
5 x 1006 células ES en 800 μL de PBS fueron electroporadas con 20 μg del vector de targeting en un 
electroporador BioRad Gene Pulser II (240 V y 500 µF).  
 
Tras la electroporación las células se sembraron en una placa de 10 cm sobre una monocapa de 
MEFs. 24 h después se inició la selección positiva mediante adición de geneticina (Gibco) a una 
concentración final de 200 μg/mL y se mantuvo durante una semana. De las colonias supervivientes 288 
fueron seleccionadas, transferidas individualmente a placas de 96 pocillos, expandidas y triplicadas; dos 
de las réplicas se conservaron en congelación y la restante se expandió a placas de 24 pocillos 
recubiertos con gelatina para obtener ADN genómico. 
 
1.3 Análisis de clones recombinantes positivos: Southern Blot 
 
La evaluación de la frecuencia de recombinación homóloga y selección de clones recombinantes 
se realizó mediante análisis por Southern Blot. Para ello se extrajo ADN de las células ES creciendo en 
placas de 24 pocillos mediante digestión del sedimento celular con proteinasa K (Roche) a una 
concentración de 500 µg/mL en tampón de lisis (NaCl 100 mM, Tris-HCl pH 8.0 20 mM, EDTA 10 mM y 
SDS 0.5%) durante 12 h a 55º C. Después de tratar las muestras con una solución saturada (>6 M) de 
cloruro sódico, el ADN se precipitó con isopropanol y se resuspendió en tampón TE (Tris HCl 10mM, 
EDTA 1mM, pH 8.0). Una vez extraído, el ADN genómico se digirió con 75 unidades de la enzima de 
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restricción ApaLI (New England Biolabs) durante 12 h a 37 ºC en el tampón comercial de la enzima 
suplementado con albúmina bovina sérica (concentración final 100 μg/mL), espermidina (1 mM) y RNAsa 
A (50 μg/mL). El producto de digestión se cargó en un gel de agarosa al 0.8% y se sometió a 
electroforesis. Posteriormente, el gel fue tratado según el protocolo descrito (Sambrook and Russell, 
2001) y se transfirió el ADN a una membrana (HybondTM- N+, Amersham, GE Healthcare) mediante 
migración por capilaridad en una solución SSC 10X. Las membranas se sometieron a un tratamiento de 
entrecruzamiento por radiación ultravioleta (UV Stratalinker 1800, Stratagene), se bloquearon con 
solución de prehibridación (Na2HPO4 20 mM, NaH2PO4 15 mM, NaCl 0.9 M, EDTA pH 8.0 2.5 mM, 
polivinilpirrolidona 2 mM, Ficoll-400 0.8 mg/mL, SDS 10 mg/mL, sulfato de dextrano 50 mg/mL, 
formamida 50% y ADN de esperma de salmón 0.05 mg/mL) durante al menos 2 h a 42 ºC y se incubaron 
a esa misma temperatura con la sonda marcada durante una noche. El marcaje de la sonda se realizó 
con α-32P-dCTP utilizando el sistema de marcaje radioactivo comercial RediprimeTM II (GE Healthcare).  
 
Las sondas utilizadas para el análisis por Southern Blot se amplificaron por PCR y se clonaron en 
el plásmido pGEM-T mediante el sistema pGEM-T Easy Vector System I (Promega). Para analizar la 
recombinación homóloga del brazo 5’ se utilizó la sonda B1 (309 pb) generada utilizando los siguiente 
oligonucleótidos: directo, Tie2_5’B1_F (5’ AGT GAG GTT GTG GAG GGA GG 3’) y reverso, 
Tie2_5’B1_R (5’ TGC GGG TGT CCT ACT ATA CG 3’). Por su parte, para analizar la recombinación 
homóloga del brazo 3’ se utilizó la sonda III (272 pb) generada utilizando los siguientes oligonucleótidos: 
directo, sonda III Tie2_F (5’ CAT GAT CTG TAT ACT TC 3’) y reverso, sonda III Tie2_R (5’ TCC CAG 
GAC CAC AAA GC 3’). Ambas sondas son complementarias a secuencias localizadas fuera del área 
reconocida por los brazos de homología de los vectores de targeting. 
 
1.4 Introducción de células ES recombinantes a embriones en desarrollo 
 
Los clones de células ES con un alelo recombinante homólogo se incorporan a embriones en 
desarrollo mediante microinyección de células ES en blastocistos de ratón. Para ello se obtuvieron 
mórulas a día E2.5 (tomando como día E0.5 la presencia de tapón vaginal) mediante perfusión con 
medio M2 (Sigma) del oviducto y el útero de hembras C57BL/6J sometidas a un tratamiento de 
superovulación y cruzadas con machos fértiles. Las mórulas obtenidas se incubaron durante una noche 
en medio KSOM (Specialty Media) a 37 ºC y 5% de CO2 para promover su desarrollo al estado de 
blastocisto. Posteriormente, de una suspensión de células ES procedentes de un clon en el que hubo 
recombinación homóloga, se tomaron 5 a 7 células de morfología óptima y se inyectaron en el blastocele 
de los embriones con ayuda de un microscopio DM-IRB (Leica) y micromanipuladores mecánicos 
(Leica). A continuación, los blastocistos inyectados se transfirieron a hembras pseudo-gestantes que 
llevan la gestación a término y dan a luz camadas en las que se evalúa la presencia de quimeras por 
análisis de la pigmentación. 
 
Todos los ratones utilizados en este estudio se mantuvieron en el animalario del Centro Nacional 
de Investigaciones Oncológicas (CNIO) con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h, temperatura media de 20-




24°C y humedad relativa del 45±15% según las directrices establecidas por el Real Decreto 1201/2005 
que regula el uso de animales utilizados para experimientación y otros fines científicos. Todos los 
ensayos realizados se diseñaron y ejecutaron en función del cumplimiento de los requisitos éticos y 
sanitarios establecidos y fueron previamente aprobados por el Comité de Bioética y Bienestar Animal 
(CBBA) del Instituto de Salud Carlos III. 
 
1.5 Genotipado y cruzamientos 
 
Las quimeras macho de alta contribución, a juzgar por el porcentaje de pigmentación agouti, se 
cruzaron con hembras C57BL/6J. Las crías fueron genotipadas mediante PCR usando para ello los 
siguientes oligonucleótidos: directo, TekTr19_F1 (5’ GAC TGC TCT GCG GAA GAA GC 3’) y reversos, 
TekTr19_R1 (5’ CTG TGC TGT CAA GGG AAT GC 3’) y NeoTr19_R1 (5’ GAT ACC GTC GAG GAA 
GTT CC 3’). Los 3 en conjunto permiten identificar tanto el alelo silvestre (454 pb) como el recombinante 
(228 pb) en una misma reacción de amplificación. 
 
 Los ratones portadores del alelo recombinante Tie2Neo-CreERT2 se cruzaron con ratones de la línea 
transgénica Tg.CAG-Flp para eliminar el marcador de selección positiva PGK-Neo. Las crías fueron 
genotipadas mediante PCR para identificar aquellas que han heredado una copia funcional del alelo 
recombinante (Tie2CreERT2). La identificación de los alelos silvestres y knockin se realiza en la misma 
reacción de amplificación sustituyendo el oligonucleótido reverso NeoTr19_R1 por uno designado 
IRESTr19-R1 (5’ GAA GAC AGG GCC AGG TTT CC 3’) el cual permite amplificar una banda de 260 pb 
siempre que el alelo recombinante haya perdido el marcador de selección positiva. Adicionalmente se 
genotipan los animales para el alelo Tg.CAG-Flp con los oligonucleótidos: directo, FlpeS (5’ CTA ATG 
TTG TGG GAA ATT GGA GC 3’); y reverso, FlpeAS (5’ CTC GAG GAT AAC TTG TTT ATT GC 3’).  
 
Finalmente, los ratones Tie2CreERT2 se cruzaron con animales de la línea trazadora de Cre 
Rosa26LSLlacZ. El genotipado de dicho alelo se realizó mediante PCR con los siguientes oligonucléotidos: 
Rosa1 (5’ AAA GTC GCT CTG AGT TGT TAT 3’), IMR315 (5’ GCG AAG AGT TTG TCC TCA ACC 3’) e 
IMR316 (5’ GGA GCG GGA GAA ATG GAT ATG 3’). Éstos permiten la identificación del alelo silvestre 
(~500 pb) y el modificado (~250 bp) en la misma reacción de amplificación. 
 
1.6 Análisis de expresión protéica mediante Western Blot 
 
Para el análisis por Western Blot se prepararon extractos protéicos de embriones a E13.5 en 
tampón de lisis RIPA: Tris HCl 50 mM pH 7.5, NaCL 150 mM, Tritón X-100 1%, deoxicolato sódico 1%, 
EDTA 5 mM, PMSF 2 mM, SDS 0.1% y cocktail inhibidor de proteasas (Complete Mini, Roche). Tras 
trituración mecánica del tejido, el homogenato se incubó en hielo 45 min y se centrifugó 30 min a 14,000 
g y 4 °C. La concentración de proteína total se cuantificó mediante espectrofotometría tras adición de 
reactivo de Bradford empleando un kit comercial (Protein Assay, BioRad).  
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La resolución electroforética de 100 μg de proteína se realizó en geles de poliacrilamida-SDS 
(SDS-PAGE) al 7.5% en condiciones reductoras y desnaturalizantes, a continuación se transfirió a una 
membrana de nitrocelulosa (Protran) en un equipo de transferencia en húmedo (BioRad) durante 2 h a 
200 mA. Tras la transferencia la membrana se bloqueó en una solución de leche desnatada al 5% en 
TBST (Tris-HCl 10 mM pH 7.5, NaCl 100 mM y Tween-20 0.1%) durante 2 h a temperatura ambiente y 
se hibridó con anticuerpo anti-Tie2 (C-20, Santa Cruz Co.) a una dilución 1:200 en solución de bloqueo a 
temperatura ambiente durante 1 h. Luego la membrana se lavó tres veces en solución TBST a 
temparatura ambiente, con agitación y se hibridó con el anticuerpo secundario correspondiente 
(Polyclonal Goat anti-rabbit Ig, Dako) a una dilución 1:1000 en solución de bloqueo durante 1 h a 
temperatura ambiente. Tras lavar la membrana en TBST se revela mediant un kit comercial de 
quimioluminiscencia (ECL, Amersham). 
 
2. Caracterización del modelo Tie2CreERT2 
 
2.1 Preparación y administración de tamoxifeno 
 
2.1.1 Dieta suplementada con tamoxifeno 
 
Para la inducción de recombinación mediante tratamiento en la dieta, los ratones fueron 
alimentados ad libitum con un pienso comercial suplementado con tamoxifeno (0.4 mg de tamoxifeno/g 
de pienso, Harlan Teklad) durante un período de tiempo variable. Antes de la administración de la dieta 
suplementada con tamoxifeno los ratones fueron alimentados durante diez días con una dieta de 
adaptación para favorecer el cambio de la dieta habitual a la suplementada.  
 
2.1.2 Preparación de tamoxifeno para inyección intraperitoneal en  animales adultos 
 
Para la administración de tamoxifeno por vía intraperitoneal (IP) a ratones adultos se preparó una 
solución de tamoxifeno (Sigma) a razón de 20 mg por mL en etanol (Merck)-aceite de maíz (Sigma) 1:10. 
La suspensión inicial es totalmente disuelta mediante tres rondas de sonicación de un min de duración a 
una amplitud del 30% con intervalos de dos min entre ellas manteniendo todo el tiempo la muestra en 
hielo. El volumen máximo administrado por vía IP fue de 250 μl (5 mg).  
 
2.1.3 Preparación de tamoxifeno para inyección intragástrica en neonatos 
 
Para la administración de tamoxifeno por vía intragástrica a ratones neonatos se preparó una 
solución de tamoxifeno a razón de 10 mg por mL de etanol-aceite de maíz 1:4. Para ello 10 mg de 
tamoxifeno se disolvieron en 250 μl de etanol mediante agitación. Una vez disuelto, se añadieron 750 μl 
de aceite de maíz y se agitó hasta obtener una emulsión. A partir de dicha emulsión cada día de 




tratamiento se preparó una alícuota de tamoxifeno a 1 ó 2 mg/mL mediante dilución 1:10 ó 1:5 en aceite 
de maíz. El volumen administrado a cada cría fue de 50 μl (50 ó 100 μg) por vía intragástrica. 
 
2.2 Análisis de expresión de β-galactosidasa 
 
2.2.1 Tinción X-gal de muestras en preparación completa (whole mount) 
 
El análisis de expresión de β-galactosidasa mediante tinción con X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-
β-D-galactopiranósido, Vennova) en preparaciones completas de tejido, se realizó sobre muestras 
tisulares de animales adultos (fundamentalmente diafragma y peritoneo) y embriones completos a 
distintos días de desarrollo (E10.5-E14.5). Las muestras se fijaron durante un período de tiempo variable 
(25 min para los tejidos adultos y 10-30 min para embriones) en solución de fijación (glutaraldehído 
0.2%, paraformaldehído (PFA) 1.5%, MgCl2 2 mM, EGTA 5 mM, tampón fosfato pH 7.2 0.1 M) y se 
permeabilizaron (2 x 30 min) con solución de lavado (Nonidet P-40 0.2%, deoxicolato sódico 0.1%, MgCl2 
2 mM, tampón fosfato pH 7.2 0.1 M). A continuación las muestras se introdujeron en la solución de 
tinción (solución de lavado suplementada con ferrocianuro potásico 5 mM, ferrocianato potásico 5mM y 
X-gal 1 mg/mL) y se incubaron a  37 °C durante 12-24 h protegidos de la luz. Una vez teñidas, las 
muestras se lavaron con la solución de lavado (2 x 20 min) a temperatura ambiente y se fijaron en 
formalina (12 h a temperatura ambiente). Tras lavar en PBS las muestras se transfirieron a una solución 
de etanol al 50% durante 2 h y finalmente a una solución de etanol al 70% en las que fueron 
conservadas hasta la adquisición de imágenes y/o su inclusión en bloques de parafina. Las imágenes de 
las tinciones X-gal en preparación completa fueron adquiridas en un estereoscopio MZ10F (Leica) 
equipado con una cámara fotográfica DFC490 (Leica) y mediante el software AS Suite (Leica). 
 
La inclusión de las muestras en bloques de parafina se realizó tras deshidratación del tejido 
mediante tratamiento con soluciones crecientes de etanol y 2-propanol en un procesador automático (2 x 
60 min etanol 95%, 2 x 60 min etanol 100%, 2 x 60 min 2-propanol 100%, 2 x 60 min 2-propanol/parafina 
precalentada a 60 °C y 2 x 60 min parafina). Una vez constituidos los bloques, se obtuvieron secciones 
de 4 μm de grosor que se contratiñeron con un marcador del núcleo celular NFR (Nuclear Fast Red) en 
un teñidor Shandon Varistain Gemini (Thermo) y se montaron en ClearVue Mountant XYL (Thermo 
Scientific). La adquisición de imágenes se realizó con el software Pannoramic Viewer (3DHISTECH, 
versión 1.15.1) previa digitalización de las preparaciones histológicas en un escáner Mirax Scan (Carl 
Zeiss) mediante el software Pannoramic Scanner 150 (3DHISTECH, versión 1.15). 
 
2.2.2 Tinción X-gal de criosecciones 
 
Para la tinción X-gal de criosecciones, muestras de órganos recién extraídos se incluyeron en 
criomoldes plásticos (Tissue-Tek) y se les cubrió con el agente crioprotector OCT (Tissue-Tek). 
Inmediatamente se transfirieron a nieve carbónica y una vez solidificados se conservaron a -80 °C. En un 
Materiales y Métodos 
45 
 
criostato CM1900 (Leica) se obtuvieron secciones de 10 μm de grosor que se adhieren a portaobjetos de 
vidrio (Superfrost, Termo Scientific). Tras dejar secar a temperatura ambiente durante 1 h, las muestras 
se fijaron en glutaraldehído 0.2%, MgCl2 2 mM, EGTA 5 mM, tampón fosfato pH 7.2 0.1 M; y se 
permeabilizaron mediante dos tratamientos de 30 min con solución de lavado (Nonidet P-40 0.02%, 
deoxicolato sódico 0.01%, MgCl2 2 mM, tampón fosfato pH 7.2 0.1 M). A continuación las muestras se 
introdujeron en la solución de tinción precalentada (solución de lavado suplementada con ferrocianuro 
potásico 5 mM, ferrocianato potásico 5mM y X-gal 1 mg/mL) y se incubaron a  37 °C durante 12-24 h 
protegidos de la luz. Una vez teñidas, las muestras se lavaron con la solución de lavado (3 x 15 min a 
temperatura ambiente) y con PBS (4 x 10 min a temperatura ambiente) antes de ser contrateñidas con 
NFR y montadas para su observación. La adquisición de imágenes se realizó de la manera descrita en el 




El análisis por inmunohistoquímica se realizó a partir de muestras de tejidos fijadas en formalina 
durante 12 a 24 h. A continuación, las muestras fueron deshidratadas siguiente un tratamiento 
convencional con soluciones crecientes de etanol y xilol en un procesador automático (2 x 60 min etanol 
95%, 2 x 60 min etanol 100%, 2 x 60 min xilol 100%, 2 x 60 min xilol/parafina precalentada a 60 °C y 2 x 
60 min parafina). Una vez constituidos los bloques se obtuvieron secciones de 2.5 μm de grosor que se 
desparafinaron por incubación a 55 °C durante 1 h. A continuación se realizó recuperación antigénica 
inducida por calor con tampón citrato a pH 6.1 (Dako) y se introdujeron los cristales en un equipo de 
inmunohistoquímica automatizada (AutostainerPlus, Dako o Discovery XT, Ventana). Relación de 
anticuerpos utilizados: anti-β-galactosidasa (monoclonal de rata, producido por la Unidad de Anticuerpos 
Monoclonales del CNIO, dilución 1:125 del sobrenadante), anti-CD31 (policlonal de conejo, abcam 
28364, dilución 1:100), anti-Lyve1 (policlonal de conejo, abcam 14917, dilución 1:100). Como anticuerpos 
secundarios se utilizaron: conejo anti-rata biotinilado (Dako, cat. EO468) y cabra anti-conejo-HRP (Dako, 
cat. PO448). El revelado se realizó con un sistema DAB (Dako) y la contratinción de núcleos con 
hematoxilina. La adquisición de imágenes se realizó de la manera descrita en el apartado 2.2.1 de 
Materiales y Métodos. 
 
2.2.4 Cuantificación de la eficiencia de recombinación 
 
Para la cuantificación de la eficiencia de recombinación se realizó inmunohistoquímica para CD31 
y β-galactosidasa en secciones seriadas de órganos de animales tratados con dieta tamoxifeno durante 
ocho semanas. A continuación, las preparaciones histológicas fueron digitalizadas; a partir de las 
imágenes de la sección tisular completa se realizó la cuantificación del área positiva para CD31 o β-
galactosidasa y el área total del tejido mediante el software AxioVision (3DHISTECH, versión 4.8.2), y se 
calculó el porcentaje que representa el área positiva para cada marcador respecto al área total. La 
eficiencia de recombinación se expresó como la relación porcentual que representa el área positiva para 
β-galactosidasa respecto al área positiva para CD31 en cada sección analizada.  





Por otra parte, a partir de criosecciones teñidas para X-gal procedentes de órganos de animales 
tratados con tamoxifeno en la dieta durante ocho semanas, se calculó el porcentaje que representa el 
área positiva para β-galactosidasa respecto al área total del tejido. A continuación, se estableció una 
relación aritmética entre el porcentaje de recombinación calculado previamente (mediante la 
comparación el área relativa β-galactosidasa+ respecto a la CD31+) y el área porcentual que representa 
la tinción de X-gal en las criosecciones. De esta manera, a partir de la cuantificación del área β-
galactosidasa+ en criosecciones de animales tratados con los diferentes protocolos de inducción, y 
usando como referencia la relación aritmética establecida, se cuantificó la eficiencia de cada tratamiento. 
La eficiencia global se calculó promediando el porcentaje de recombinación detectado en secciones 
completas del corazón, hígado, páncreas, riñón y bazo, de al menos tres animales en cada tratamiento 
analizado sin que se detectaran diferencias sustanciales en el porcentaje de recombinación en los 
distintos órganos. 
 
2.3 Análisis de poblaciones hematopoyéticas mediante citometría de flujo 
 
2.3.1 Preparación de suspensiones celulares  
 
2.3.1.1 Suspensiones celulares de la médula ósea 
 
Las suspensiones celulares de médula ósea de ratón se obtuvieron a partir de los fémures y tibias 
desprovistos de tejido muscular, fascias y tendones. Desde su extracción los huesos fueron conservados 
a 4 °C en medio de cultivo DMEM (Gibco) suplementado con HEPES (Invitrogen) y todos los pasos 
posteriores se realizaron en hielo. La extracción de la médula ósea se realizó mediante lavado del canal 
medular con 5 mL de medio utilizando una jeringuilla y agujas 25-gauge previa remoción de las epífisis 
óseas. Los detritus de mayor tamaño se eliminaron por sedimentación, luego el sobrenadante se 
transfirió a un tubo de 15 ml (Falcon) y se centrifugó a 300 g y 4 °C durante 10 min. Tras eliminar el 
sobrenadante las células se resuspendieron en 1 mL del tampón de lisis de eritrocitos (NH4Cl 0.15 M, 
KHCO3 10 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.2) y se incubaron durante 5 min a 37 °C. A continuación se 
añadieron 7 mL de medio para inactivar el cloruro de amonio y se centrifugaron las muestras bajo las 
mismas condiciones descritas. Tras aspirar el sobrenadante las células se resuspendieron en 8 mL de 
PBS suplementado con EDTA 2 mM y albúmina bovina sérica al 0.5% (tampón de análisis) y se 
centrifugaron nuevamente. Finalmente se resuspendieron en 200-500 μL de tampón de análisis y dicha 
suspensión se filtró en una malla de nylon de 70 μm. 
 
2.3.1.2 Suspensiones celulares de sangre periférica 
 
La preparación de suspensiones celulares de sangre periférica se realizó a partir de muestras 
obtenidas mediante punción intracardíaca de animales previamente sacrificados. La sangre se colectó en 
tubos con EDTA para evitar su coagulación y se conservó en hielo; todos los pasos siguientes se 
Materiales y Métodos 
47 
 
realizaron a 4 °C. Se transfirieron 200 μL de la sangre colectada a tubos de 1.5 mL, se añadió 1 mL de 
tampón de lisis de eritrocitos y se incubó a 37 °C durante 10 mins. A continuación las muestras se 
centrifugaron a 300 g y 4 °C durante 10 mins. Se eliminó el sobrenadante y las células se 
resuspendieron en 1 mL de tampón de análisis, tras centrifugar y aspirar nuevamente el sobrenadante, 
las células se resuspendieron en un volumen final de 200 μL de tampón de análisis y la suspensión 
celular se pasó filtró en una malla de nylon de 70 μm.  
 
2.3.1.3 Suspensiones celulares del bazo 
 
La preparación de suspensiones celulares de bazo se realizó mediante disgregación de dicho 
órgano en medio DMEM a 4 °C, usando para ello los extremos de dos portaobjetos. La suspensión de 
células se colectó con una jeringuilla y agujas 21-gauge, se transfirió a tubos de 15 mL y se centrifugó a 
300 g y 4 °C durante 10 min. A continuación se aspiró el sobrenadante, las células se resuspendieron en 
1 mL de tampón de lisis de eritrocitos y se incubó durante 10 min a 37 °C. Para inactivar la lisis se 
añadieron 7 mL de medio, se centrifugó en las condiciones descritas y se aspiró el sobrenadante. Las 
células fueron lavadas una vez con 8 mL de tampón de análisis y se resuspendieron en un volumen final 
de 500 μL de dicho tampón antes de ser filtradas en una malla de nylon de 70 μm. 
 
2.3.2 Inmunodetección de marcadores de superficie 
 
La inmunodetección de marcadores de superficie se realizó sobre suspensiones celulares 
previamente incubadas durante 20 min a 4 °C con 100 μL de una dilución 1:200 del anticuerpo rata anti-
ratón CD16/CD32 (BD Pharmingen, clon 2.4G2). Dicho anticuerpo reconoce los receptores FcγII y FcγIII 
de los linfocitos murinos, y al unirse a ellos impide su unión inespecífica a los anticuerpos de detección. 
Tras el bloqueo de los receptores Fcγ, las suspensiones celulares fueron centrifugadas (10 min a 4°C y 
300 g) y resuspendidas en 100 μL de una dilución 1:200 de los siguientes anticuerpos monoclonales de 
rata (todos de BD Pharmingen): anti-CD45 conjugado a aloficocianina (APC), anti-CD11b conjugado con 
el tándem peridin clorofil proteína-cianina 5.5 (PerCP-Cy5.5) y anti-Tie2 conjugado a ficoeritrina (PE). 
Tras incubar durante 30 min a 4 °C, las células fueron centrifugadas (10 min a 4°C y 300 g), se aspiró el 
sobrenadante y fueron resuspendidas en 200 μL de tampón de análisis con DAPI (concentración final 
0.2-0.5 µg/mL) para su posterior análisis. 
 
2.3.3 Adquisición y análisis de datos 
 
La adquisición de datos fue realizada en un BD LSRFortessa Cell Analyzer (BD Biosciences) 
equipado con lasers de longitud de onda de 355, 488, 561 y 640 nm. Para excluir agregados celulares se 
recurrió a análisis de características de superficie y a tinción con DAPI para discriminar las células 
muertas. Se colectaron al menos 50,000 eventos únicos de células vivas. Los datos fueron analizados 
con el software FlowJo (Treestar, version 9.0.2). 
 




2.4 Visualización y análisis del desarrollo vascular de la retina 
 
2.4.1 Disección de la retina del ratón 
 
El procedimiento de disección utilizado ha sido descrito en detalle previamente (Pitulescu et al., 
2010). Los animales fueron sacrificados en una cámara de CO2 (adultos) o por decapitación (crías), a 
continuación se extrajeron los globos oculares y se fijaron con la solución apropiada para cada 
procedimiento. Tras la fijación los globos oculares fueron lavados con PBS al menos cinco veces y 
fueron conservados en PBS a 4 °C hasta su disección. La disección se realizó con ayuda de un 
estereoscopio MZ6 (Leica) y consistió en la remoción de la córnea, el iris, la esclerótica y la capa epitelial 
pigmentada externa. A continuación se extirpó el cristalino junto con el humor vítreo y se eliminaron los 
vasos hialoides. Finalmente se realizaron cuatro incisiones profundas y equidistantes en la retina de 
forma tal que ésta pueda ser fácilmente aplanada para su montaje y observación. Las retinas se 
conservaron en PBS a 4 °C hasta su utilización ulterior.  
 
2.4.2 Tinción X-gal de la retina del ratón 
 
Para la tinción X-gal, los globos oculares fueron fijados durante 45 min a temperatura ambiente 
con la solución descrita en el apartado 2.2.1 de Materiales y Métodos. Tras su disección, las retinas 
fueron lavadas (3 x 5 min) en tampón de lavado (Nonidet P-40 0.02% y MgCl2 2 mM en PBS). A 
continuación se transfirieron a 2 mL de solución de tinción (solución de lavado suplementada con 
ferrocianuro potásico 5 mM, ferrocianato potásico 5 mM y X-gal 1 mg/mL) y se incubaron a 37 °C durante 
12-24 h. Una vez teñidas, las retinas fueron lavadas 5 veces con PBS y se sometieron a un tratamiento 
adicional de fijación con PFA al 4% durante 2 h a temperatura ambiente. Finalmente, las retinas fueron 
lavadas 5 veces con PBS y se montaron en portaobjetos con medio acuoso Aquatex (Merck). La 
adquisición de imágenes se realizó en un microscopio AX70 (Olympus), acoplado a una cámara 
fotográfica DP70 (Olympus) y con el software DP Controller (versión 2.2.1.227, Olympus). 
 
3. Inactivación inducible de c-Met en el endotelio vascular sanguíneo 
 
3.1 Ensayo de cicatrización de heridas 
 
Para cada uno de estos ensayos se emplearon 10 hembras de 15 semanas de edad. 5 de ellas 
homocigotas para los alelos Tie2CreERT2, Rosa26LSLlacZ y c-Metfl, y las restantes 5 homocigotas para los 
primeros dos alelos y heterocigotas para c-Metfl. Los animales fueron tratados con tamoxifeno en la dieta 
durante 8 semanas a partir del destete e individualizados una semana antes de iniciar los 
procedimientos. Para la generación de las heridas los animales fueron anestesiados mediante inhalación 
de isoflurano (5% para la inducción y 2% para mantenimiento), a continuación se afeitó la zona dorsal y 
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se desinfectó con etanol al 70%. Las heridas se realizaron con un punzón de biopsia circular de 4 u 8 
mm de diámetro (Stiefel Laboratories) de forma tal que se eliminó totalmente la piel y el panículo 
carnoso. Diariamente se midió el diámetro de la herida en orientación vertical (V) y horizontal (H) con un 
calibre milimetrado (Caliper) y se calculó el área de la herida (π x r2, donde r = (V + H)/4) así como el 
porcentaje de cicatrización (expresado como el diferencia porcentual entre el área de la herida original y 
el área de la herida en cada día analizado). En días específicos del proceso de cicatrización se 
obtuvieron muestras de piel incluyendo áreas de piel sana y se fijaron en formalina al 10% para su 
inclusión en bloques de parafina y análisis por inmunohistoquímica según los protocolos descritos. En 
todos los casos al menos una sección se tiñó con hematoxilina-eosina (HE) o tricrómico de Masson para 
el análisis de la morfología histológica. 
 
El análisis del grado de neovascularización se realizó a partir de inmunohistoquímicas para CD31 
en secciones de piel previamente digitalizadas según se describió en el apartado 2.2.1 de Materiales y 
Métodos. La cuantificación del área positiva para CD31 y el área total que representa el tejido de 
granulación se realizó mediante el software AxioVision (3DHISTECH, versión 4.8.2). En todos los casos 
se calculó el porcentaje que representa el área vascular (positiva para CD31) respecto al área total del 
tejido de granulación. Se cuantificaron secciones de 5 animales de cada genotipo. El análisis estadístico 
se realizó mediante comparación de medias por métodos paramétricos (prueba t de student con intervalo 
de confianza del 95%) utilizando el software StatGraphics Plus 5.1 (Stat Point Inc.). 
 
La cuantificación del infiltrado inflamatorio se realizó con el software AxioVision (3DHISTECH, 
versión 4.8.2) a partir de imágenes digitalizadas correspondientes a la inmunodetección de MPO y F4/80 
en secciones del tejido cicatrizal de la piel. En todos los casos se calculó la relación porcentual que 
representa el área cubierta por células positivas para MPO o F4/80 respecto al área total del tejido de 
granulación. El análisis estadístico se realizó mediante comparación de medias por métodos 
paramétricos (prueba t de student con intervalo de confianza del 95%) utilizando el software 
StatGraphics Plus 5.1 (Stat Point Inc.).  
 
La cuantificación de la distancia entre los bordes de reepitelización y entre los extremos de los 
panículos carnosos se realizó con el software Pannoramic Viewer (3DHISTECH, versión 1.15.1) sobre 
imágenes digitalizadas correspondientes a tinciones con HE o tricrómico de Masson en secciones del 
tejido cicatrizal de la piel. El análisis estadístico se realizó mediante comparación de medias por métodos 
paramétricos (prueba t de student con intervalo de confianza del 95%) utilizando el software 
StatGraphics Plus 5.1 (Stat Point Inc.).  
 
3.2 Ensayo de hipersensibilidad por contacto 
 
Para cada uno de estos ensayos se emplearon 10 hembras de 15 semanas de edad. 5 de ellas 
homocigotas para los alelos Tie2CreERT2, Rosa26LSLlacZ y c-Metfl, y las restantes 5 homocigotas para los 
primeros dos alelos y heterocigotas para c-Metfl. Los animales fueron tratados con tamoxifeno en la dieta 




durante 8 semanas a partir del destete. Seis días antes de la inducción de la respuesta de 
hipersensibilidad los animales fueron pre-sensibilizados mediante administración tópica de 50 μL de 
oxazolona (Sigma) al 2% en acetona-aceite de maíz 4:1 en el abdomen previamente afeitado. La 
inducción de la hipersensibilidad por contacto se realizó mediante aplicación tópica de 20 μL de 
oxazolona al 1% en las caras interna y externa de la oreja izquierda de cada animal. Por su parte, a la 
oreja derecha se le aplicó un volumen idéntico del vehículo (acetona-aceite de maíz 4:1). Diariamente se 
registró el grosor de cada oreja mediante un calibre milimetrado (Caliper) y se comparó con el grosor 
original para determinar el porcentaje de inflamación inducido. 24 ó 48 h después del tratamiento los 
animales se sacrificaron, las orejas se fijaron en formalina al 10% y se procesaron para su inclusión en 
bloques de parafina y análisis por inmunohistoquímica. 
 
La cuantificación del infiltrado inflamatorio se realizó de la manera descrita en el apartado 3.1 de 
Materiales y Métodos.  
 
3.3 Ensayo de carcinogénesis química 
 
La inducción de tumores mediante tratamiento con agentes químicos consistió en la aplicación 
tópica de los agentes tumorigénicos DMBA y TPA (Curran, 2001). Para ello se utilizaron 20 hembras 
homocigotas (n=10) o heterocigotas (n=10) para el alelo c-Metfl, todas ellas homocigotas para los alelos 
Tie2CreERT2 y Rosa26LSLlacZ y alimentadas con dieta tamoxifeno durante 8 semanas consecutivas a partir 
del destete. Antes de comenzar el tratamiento los animales de ambos grupos recibieron dieta 
convencional durante cuatro semanas.  
 
La aplicación del agente mutagénico DMBA se realizó en hembras de 12 semanas de edad, un día 
después de haber depilado el dorso de los animales. Una semana después de la aplicación de DMBA 
(500 μg en 200 μL de acetona) se inició el régimen de tratamiento con el agente promotor, que consistió 
en la aplicación tópica de 10.5 μg de TPA (disueltos en 200 μL de acetona) todos los martes y jueves 
durante 25 semanas consecutivas. Una vez por semana el dorso de los ratones fue depilado para 
favorecer la homogénea distribución y penetración del TPA.  
 
Una vez por semana se cuantificó el número de papilomas en cada animal y la gravedad de dichas 
lesiones mediante el siguiente sistema de puntuación: papilomas con diámetro menor a 0.2 cm = 1 
punto;  diámetro entre 0.2 y 0.5 cm = 2 puntos; diámetro entre 0.5 y 1 cm = 3 puntos; diámetro mayor de 
1 cm = 4 puntos. Para garantizar la objetividad de los resultados la cuantificación de las lesiones se 
realizó sin conocer el genotipo de los animales. A partir de los datos cuantitativos se realizó una 
comparación de medias entre los dos grupos de animales a distintos tiempos de análisis. Siempre que 
las muestras tuvieran una distribución normal se utilizaron métodos paramétricos, concretamente la 
prueba t de student con un intervalo de confianza del 95%. El análisis estadístico se realizó con el 
software StatGraphics Plus 5.1 (Stat Point Inc.). 
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Una vez finalizado el experimento, muestras representativas de las lesiones fueron tomadas y 
fijadas en formalina al 10% para su posterior procesamiento y análisis mediante inmunohistoquímica 
sobre cortes de parafina. 
 
4. Generación del modelo Tg.CAG-LSL-Katushka 
 
4.1 Construcción del plásmido pCAG-LSL-Katushka y generación de ratones 
transgénicos 
 
El plásmido pCAG-LSL-Katushka se construyó mediante la inserción del ADNc de Katushka, 
amplificado por PCR a partir del plásmido pTurboFP635-C (Evrogen), en el sitio NotI del plásmido 
reportero pVL1, construido en el CNIO por Vanesa Lafarga del laboratorio del Dr. Ángel Nebreda. El 
plásmido trazador resultante posee el promotor ubicuo CAG, una secuencia de parada de transcripción 
(STOP) flanqueada por sitios loxP (LSL), la secuencia codificante de Katushka y la señal de 
poliadenilación de la β-globina de conejo. 
 
Mediante una doble digestión PvuII-SalI del plásmido pCAG-LSL-Katushka, se obtuvo un 
fragmento de 4.7 Kb que contiene el transgén en su totalidad. Dicho fragmento fue resuelto por 
electroforesis en gel de agarosa, purificado a partir del gel mediante un kit comercial (Geneclean Spin 
Kit, MP Biomedicals) y resuspendido en tampón de microinyección (Water for Embryo Transfer, Sigma). 
A continuación el transgén fue microinyectado en el pronúcleo de embriones unicelulares de fondo 
genético híbrido F1 [(C57BL/6J.OlaHsd)(CBA/J)] mediante técnicas convencionales de transgénesis 
(Nagy, 2003). Los embriones microinyectados fueron transferidos a hembras pseudo-gestantes que 
llevaron la gestación a término y dieron a luz camadas en las que se evaluó la presencia de ratones 
fundadores mediante análisis por PCR y Southern Blot a partir de biopsias de cola. 
 
4.2 Análisis de la descendencia e identificación de animales transgénicos 
 
La identificación de los ratones transgénicos se realizó mediante genotipado por PCR utilizando 
los oligonucleótidos: directo, KAT_F1 (5’ AAC GAC CAC CAC TTC AAG TGC 3’) y reverso, pVL_R1 (5’ 
TAG CCA GAA GTC AGA TGC TCA AGG 3’), que en presencia del transgén generan un amplicón de 
812 pb. Una vez identificados, los ratones fundadores fueron cruzados con animales de genotipo 
silvestre y con ratones transgénicos que expresan la recombinasa Cre de manera ubicua o tejido-
específica. Siempre que fue necesario, el alelo transgénico de Cre se identificó mediante genotipado por 
PCR empleando los oligonucleótidos: directo, Teto1 (5’ CCG GTT ATT CAA CTT GCA CC 3’) y reverso,  
Teto2 (5’ CTG CAT TAC CGG TCG ATG CAA C 3’).  
 
 




4.3 Análisis del número de copias y eventos de integración del transgén 
 
La caracterización a nivel genético se realizó mediante análisis por Southern Blot según el 
protocolo descrito en el apartado 1.3 de Materiales y Métodos. Para la identificación de los fragmentos 
de interés se utilizó una sonda de 331 pb, específica para Katushka, amplificada mediante PCR 
empleando los oligonucleótidos: directo, KAT_F1 (5’ AAC GAC CAC CAC TTC AAG TGC 3’) y reverso, 
KAT_R1 (5’ GGT GAA CTT CCC ATC CAA CG 3’).  
 
El análisis del número relativo de copias integradas en cada línea fundadora se realizó mediante 
doble digestión EcoRI/SacI del ADN genómico extraído de biopsias de cola de ratones hemicigotos para 
el alelo Tg.CAG-LSL-Katushka previa recombinación. En tal caso, la hibridación con la sonda 
radiomarcada permite reconocer un fragmento de 2.2 Kb correspondiente a cada copia individual del 
transgén. Así pues, la intensidad de la banda detectada es proporcional al número de copias integradas.  
 
Por su parte, el análisis de la recombinación inducida tras cruzamiento con ratones que expresan 
la recombinasa Cre de forma ubicua se realizó mediante doble digestión EcoRI/SacI del ADN genómico 
extraído de biopsias de cola de ratones hemicigotos para los alelos Tg.CAG-LSL-Katushka y Tg.CMV-
Cre. En este caso, la sonda radiomarcada permite la identificación de un fragmento de 0.8 Kb que 
corresponde al alelo trazador recombinado. 
  
El análisis del número de eventos de integración se realizó mediante digestión del ADN genómico 
de biopsias de cola de ratones hemicigotos para el alelo Tg.CAG-LSL-Katushka previa recombinación 
con la enzima XbaI. La integración de varias copias del transgén, en disposición cabeza-cola, en un 
único sitio del genoma da lugar a la identificación de una banda de 4.7 Kb común a todos los fundadores 
generados. Adicionalmente, cada evento de integración dará lugar a la aparición de una banda de 
tamaño variable en función de la presencia de dianas de restricción para XbaI más o menos próximas al 
sitio de integración.  
 
4.4 Evaluación in vitro de la actividad trazadora de pCAG-LSL-Katushka 
 
La evaluación in vitro de la actividad trazadora se realizó en dos líneas celulares distintas: células 
ES y células H460 de cáncer de pulmón. Dichas células fueron electroporadas o transfectadas con los 
plásmidos pCAG-LSL-Katushka, previamente descrito, y CMV-NLSCre, que dirige la expresión 
constitutiva de la recombinasa Cre precedida de una secuencia de localización nuclear (obtenido del 
laboratorio de la Dra. Alexandra Joyner). Como control se utilizaron células transfectadas únicamente 
con el plásmido portador del alelo trazador de la actividad de Cre.  
 
El protocolo consistió en sembrar 750,000 células H460 en placas P60, el día siguiente se lavaron 
dos veces con medio sin suero y se les añadió 2.5 mL de medio sin suero sobre el que se distribuye por 
goteo la mezcla de transfección que consiste en 3 µg de cada ADN plasmídico disueltos en un volumen 
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final de 500 µL de medio sin suero al que se añaden 20 µL del reactivo de transfección Lipofectamine 
2000 (Invitrogen). Por su parte, 5 x 1006 células ES en 800 μL de PBS fueron electroporadas con 20 y 50 
μg de los plásmidos pCAG-LSL-Katushka y CMV-NLSCre, respectivamente en un electroporador BioRad 
Gene Pulser II (240 V y 500 µF). Las células transfectadas fueron cultivadas en medio desprovisto de 
suero durante las siguientes 6 h y luego en medio completo durante una noche. El medio de cultivo 
utilizado para las células H460 fue RPMI 1640 (Sigma) suplementado con 15% de suero fetal bovino 
(Gibco) y penicilina-estreptomicina 50 U/mL-50 μg/mL (Gibco). Por su parte, las células ES fueron 
cultivadas en DMEM/Glutamax-I (Gibco), 2-mercaptoetanol 0.1 mM (Gibco), aminoácidos no esenciales 
1X (Gibco), piruvato sódico 1 mM (Gibco), penicilina-estreptomicina 50 U/mL-50 μg/mL (Gibco), LIF 1000 
U/mL (Chemicon) y suero fetal bovino 15% (Gibco).  
 
La expresión de la proteína fluorescente trazadora se evaluó mediante citometría de flujo dos días 
después de la transfección. Para ello, se aspiró el medio, se lavaron las células con PBS y se 
tripsinizaron durante 10 min a 37 °C. Transcurrido ese tiempo se añadió medio completo y se 
recuperaron las células en suspensión. Tras centrifugar a 300 g durante 10 min a 4 °C se aspiró el 
sobrenadante y las células se resuspendieron en PBS- EDTA 2 mM y albúmina bovina sérica al 0.5%. El 
análisis por citometría se realizó en un equipo BD LSRFortessa Cell Analyzer (BD Biosciences). 
 
5. Caracterización y aplicaciones de los modelos Tg.CAG-LSL-Katushka y 
Tg.CAG-Katushka 
 
5.1 Observación de fluorescencia in vivo 
 
5.1.1 Detección de epifluorescencia 
 
La detección de epifluorescencia en la piel de crías de ratón se realizó en un estereoscopio MZ16F 
(Leica) equipado con una lámpara de mercurio de alta intensidad (100 W) y un set de filtros para 
macrofluorescencia Texas Red (filtro de excitación: 560/40; filtro de emisión: 645/75).  La captura de 
imágenes se realizó mediante una cámara DFC 350 FX (Leica) acoplada al estereoscopio.  
 
5.1.2 Detección de fluorescencia in vivo mediante técnicas no invasivas 
 
Para la detección de fluorescencia in vivo, tanto en crías como en ratones adultos, se utilizaron los 
equipos de imagen óptica no invasiva IVIS 200 e IVIS Spectrum (Caliper). Los ratones adultos fueron 
anestesiados previamente mediante inhalación de isoflurano al 2% y se les mantuvo sedados durante la 
adquisición de imágenes. La adquisición de la señal fluorescente de Katushka en el IVIS 200 se realizó 
con el filtro de excitación para DsRed (500-550 nm) y un filtro de emisión a 640 nm (ancho de banda 30 
nm). Por su parte, en el IVIS Spectrum se utiliza un filtro de excitación a 560 nm (ancho de banda 30 nm) 




y un filtro de emisión a 640 nm (ancho de banda 20 nm). La adquisición de la señal fluorescente de 
EGFP se realizó únicamente en el IVIS 200 con el bloque de filtros dispuestos por el fabricante para la 
observación de GFP (filtro de excitación: 445-490 nm; filtro de emisión: 515-575 nm). En todos los casos 
se utilizó la máxima intensidad de iluminación, tiempo de adquisición de 1-5 seg y valor f/stop de 1 ó 2.  
 
La adquisición de imágenes y el análisis posterior se realizó mediante el software Living Image 
(Caliper Life Sciences, versión 3.0.4.1). Siempre que fue necesario se definieron regiones de interés 
(ROIs) para la cuantificación de señal fluorescente proveniente de alguna zona anatómica en particular. 
Por su parte, para discriminar la señal proveniente de la autofluorescencia endógena, se utilizó un 
algoritmo matemático que permite la sustracción de la autofluroescencia basal a partir de la comparación 
cuantitativa de dos imágenes sucesivas del mismo sujeto empleando el mismo filtro de emisión 
(específico para el fluoróforo en cuestión) y dos diferentes filtros de excitación (el específico del 
fluoróforo y uno de menor longitud de onda). Los filtros para la detección de autofluorescencia utilizados 
en el IVIS 200 fueron el DsRed bkg (460 – 490 nm) para Katushka, y el GFP bkg (410 – 440 nm) para 
EGFP. Por su parte, en el IVIS Spectrum se utilizó un filtro de excitación a 520 nm (ancho de banda 30 
nm) para la sustracción de la autofluorescencia asociada a la detección de Katushka.  
 
5.2 Observación de fluorescencia ex vivo 
 
5.2.1 Muestras en preparación completa 
 
La detección de la señal fluorescente en preparaciones completas de órganos de animales adultos 
se realizó en un estereoscopio de fluorescencia MZ16F (Leica) o en los equipos IVIS 200 o IVIS 
Spectrum (Caliper). Para ello, se extrajeron los órganos y se transfirieron a PBS a 4 °C suplementado 
con 5% de suero fetal bovino hasta su observación. Los filtros utilizados y los sistemas de detección de 
imagen son los mismos descritos en el apartado 5.1 de Materiales y Métodos. Para la adquisición de 
imágenes de epifluorescencia, el tiempo de exposición se ajustó en función de la intensidad de la señal 
en cada órgano (páncreas 70 ms; hígado y testículos 300 ms; corazón y cerebro 600 ms; bazo, pulmón y 
riñón 660 ms).  
 
Por su parte, la detección de fluorescencia en embriones se realizó en un IVIS Spectrum (Caliper) 
o en un microscopio confocal TCS-SP5 AOBS (Leica) equipado con un láser de diodo (561 nm) y 
objetivo de inmersión 20X HCX PL APO CS 0.7 N.A. Los embriones (E12.5-E15.5) fueron conservados 
en PBS a 4 °C suplementado con 5% de suero fetal bovino hasta la adquisición de imágenes. Para su 
observación en el microscopio confocal, los embriones se colocaron entre dos anillos metálicos provistos 









La observación de fluorescencia de Katushka en preparaciones histológicas se realizó sobre 
criosecciones. Para ello los ratones fueron anestesiados con xilacina/ketamina (10 mg/Kg y 100 mg/Kg, 
respectivamente) por via IP 20 min antes de proceder a la perfusión intracardíaca de 30 mL de PBS y a 
continuación 50 mL de PFA al 4%. A continuación se diseccionaron los órganos y se fijaron en PFA al 
4% durante 2 h a temperatura ambiente. Una vez fijados se transfirieron a soluciones de sucrosa de 
concentración creciente (10, 20 y 30%) a 4 °C, el cambio de una solución a la siguiente se realizó una 
vez que los órganos precipitaran. Finalmente, las muestras fueron incluidas en en criomoldes plásticos y 
se les cubrió con OCT (Tissue-Tek). Inmediatamente se transfirieron a nieve carbónica y una vez 
solidificados se conservaron a -80 °C. En un criostato CM1900 (Leica) se obtuvieron secciones de 10 μm 
de grosor en portaobjetos de vidrio (Superfrost, Thermo Scientific), se dejaron secar durante 30 min a 
temperatura ambiente y a continuación se contratiñeron con DAPI (2 μg/mL en PBS – Tween-20 al 
0.05%). Tras lavar con PBS (2 x 5 min) fueron montadas en ProLong Gold Antifade (Molecular Probes) 
para su observación en un microscopio de fluorescencia Axio Imager.Z1 (Carl Zeiss) equipado con 
bloque de filtros Texas Red o en un microscopio confocal TCS-SP5 AOBS (Leica) con objetivos de 
inmersión 20X HCX PL APO CS 0.7 N.A. ó 63X HCX PL APO 1.30 N.A. 
 
5.2.3 Mórulas y blastocistos 
 
Las mórulas y blastocistos fueron obtenidos de hembras gestantes a E2.5 o E3.5 mediante lavado 
de los oviductos y/o cuernos uterinos con medio M2 (Sigma). Los embriones preimplantacionales fueron 
observados directamente o cultivados en medio KSOM (Specialty Media) cubierto por aceite mineral 
(Sigma) en un incubador a 37 °C y 5% de CO2 durante 24 h. Todas las imágenes de fluorescencia de 
mórulas y blastocistos fueron adquiridas en un microscopio confocal TCS-SP5 AOBS (Leica) con un 




Para la detección de fluorescencia nativa en la retina del ratón y el análisis de marcadores 
endoteliales por inmunofluorescencia, los globos oculares fueron fijados en PFA al 4% durante 2 h a 4 
°C. A continuación se procedió a la disección de la retina tal como se describe en el apartado 2.4.1 de 
Materiales y Métodos. 
 
Para el análisis mediante immunofluorescencia, las retinas previamente diseccionadas fueron 
bloqueadas en solución de bloqueo (Triton X-100 0.3% y albúmina bovina sérica 1% en PBS) a 4 °C 
durante al menos 12 h. A continuación, se aspiró la solución de bloqueo y las retinas se incubaron a 4 °C 
durante una noche en 100 μL de solución de bloqueo suplementada con 2% de suero de burro y los 
anticuerpos primarios. Para la detección de vasos sanguíneos se utilizó el anticuerpo policlonal de 
conejo anti-CD31 (Abcam) en dilución 1:100 y los vasos linfáticos fueron detectados con el anticuerpo 




policlonal de cabra anti-VEGFR3 (R&D Systems, cat. AF743) en dilución 1:50. El día siguiente las retinas 
fueron lavadas (5 x 20 min) con 2 mL de la solución de lavado (dilución 1:2 de solución de bloqueo en 
PBS) y a continuación se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente en 100 μL de solución de 
bloqueo suplementada con 2% de suero de burro y la dilución de los anticuerpos secundarios: burro anti-
conejo (Alexa Fluor 488, dilución 1:500) y burro anti-cabra (Alexa Fluor 555, dilución 1:500). Tras la 
incubación las retinas fueron lavadas (4 x 20 min) con 2 mL de la solución de lavado a temperatura 
ambiente y acto seguido con 2 mL de PBS (2 x 5 min). Para teñir los núcleos, las retinas se incubaron 
durante 10 min a temperatura ambiente en una solución de Tween-20 0.05% en PBS con DAPI a una 
concentración final de 1 μg/mL. A continuación las retinas se lavaron en PBS (2 x 5 min) y se montaron 
en portaobjetos (LineaLab). El medio de montaje utilizado para las tinciones fluorescentes fue ProLong 
Gold Antifade (Molecular Probes). La adquisición de imágenes se realizó en un microscopio confocal 
Leica TCS-SP5 AOBS (Leica) equipado con láseres UV (405), Argón (488), Diodo (561) y HeNe (633) y 
un láser blanco con longitud de onda ajustable. Se utilizaron objetivos de inmersión 20X HCX PL APO 
CS 0.7 N.A. y 40X HCX PL APO 1.30 N.A. La captura se realizó con el software LAS AF (Leica, versión 
2.1) y el procesado posterior de las imágenes con Adobe Photoshop CS5 (Adobe Systems Inc., versión 
12.0 x32). 
 
5.2.5 Detección de fluorescencia nativa e inmunofluorescencia en piel 
 
Para la detección de fluorescencia nativa en la piel del ratón y el análisis de marcadores 
endoteliales por inmunofluorescencia se utilizó la piel del pabellón auricular. A partir de las orejas de 
ratones de 3 semanas de edad se diseccionó la piel que recubre la cara exterior del pabellón auricular 
eliminando el cartílago, que permanece mayormente unido a la cara interior del pabellón. 
Inmediatamente, la piel se transfirió a PBS de forma tal que la cara interior del tejido contactara con la 
superficie del líquido y se expandiese por capilaridad. A continuación se aspiró el PBS y se sustituyó por 
PFA al 2% para fijar las muestras durante 2 h a temperatura ambiente, luego se lavó 3 veces con PBS y 
se conservó en dicha solución a 4 °C o se montó en ProLong Gold Antifade (Molecular Probes) para la 
observación de la señal nativa de Katushka. 
 
Para la inmunodetección de marcadores endoteliales, la piel fue lavada durante 10 min en PBS y 
Triton X-100 0.3% (PBST) a temperatura ambiente. A continuación se añadieron 2 mL de la solución de 
bloqueo (PBST y 3% de leche desnatada) y se incubó durante 1 h a temperatura ambiente. Los 
anticuerpos primarios se diluyeron en 200 μL de la solución de bloqueo y se incubaron a 4 °C durante 
una noche. El día siguiente las muestras se lavaron con PBST durante 2 a 3 h cambiando la solución 
cada 30 min y se incubaron con los anticuerpos secundarios diluidos en un volumen final de 200 μL de 
PBST y 1% de leche desnatada. La incubación se realizó a temperatura ambiente durante 2 h. 
Finalmente se lavaron de la manera descrita y se montaron en ProLong Gold Antifade (Molecular 
Probes) para su observación. La adquisición de imágenes se realizó en un microscopio confocal Leica 
TCS-SP5 AOBS (Leica) equipado con objetivos de inmersión 20X HCX PL APO CS 0.7 N.A. y 40X HCX 
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PL APO 1.30 N.A. La captura se realizó con el software LAS AF (Leica, versión 2.1) y el procesado 
posterior de las imágenes con Adobe Photoshop CS5 (Adobe Systems Inc., versión 12.0 x32). 
 
Los siguientes anticuerpos primarios fueron utilizados en las inmunodetecciones: policlonal de 
conejo anti-CD31 (abcam, 28364) en dilución 1:100, policlonal de conejo anti-Tie2 (Santa Cruz 
Biotechnology, C-20) en dilución 1:50, policlonal de conejo anti-Lyve1 (abcam, 768540) en dilución 
1:200, policlonal de cabra anti-VEGFR3 (R&D Systems, AF743) en dilución 1:50. Por su parte, los 
anticuerpos secundarios utilizados fueron: burro anti-conejo (Alexa Fluor 488, dilución 1:300) y burro anti-
cabra (Alexa Fluor 555, dilución 1:500). 
 
5.3 Detección de fluorescencia mediante citometría de flujo 
 
La preparación de suspensiones celulares se describió en el apartado 2.3.1 de Materiales y 
Métodos. La detección de marcadores de superficie se realizó con los siguientes anticuerpos 
monoclonales de rata (todos de BD Pharmingen): anti-CD4 conjugado a ficoeritrina (PE), anti-CD8 
conjugado a isotiocianato de fluoresceína (FITC), anti-CD19 conjugado a aloficocianina (APC), anti-Gr1 
conjugado al tándem ficoeritrina-cianina 7 (PE-Cy7) y anti-CD45 conjugado a APC. Todas las tinciones 
se realizaron sobre 106 células en 200 μL de tampón de análisis durante 30 min a 4 °C previo bloqueo de 
los receptores Fcγ como ha sido descrito anteriormente (ver apartado 2.3.2 de Materiales y Métodos).  
 
La adquisición de datos fue realizada en un BD LSRFortessa Cell Analyzer (BD Biosciences) 
equipado con lasers de longitud de onda de 355, 488, 561 y 640 nm. Para excluir agregados celulares se 
recurrió a análisis de características de superficie y a tinción con DAPI para discriminar las células 
muertas. Se colectaron al menos 50,000 eventos únicos de células vivas. Los datos fueron analizados 
con el software FlowJo (Treestar, version 9.0.2). 
  
5.4 Ensayos de xenotransplante  
 
5.4.1 Líneas celulares 
 
Para los ensayos de xenotransplante se utilizaron células ES de la línea R1 transfectadas con un 
plásmido que expresa EGFP (cedidas por el laboratorio del Dr. Andras Nagy) y células tumorales SK-
MEL-146 de melanoma humano transfectadas con un plásmido que expresa EGFP (cedidas por el 
laboratorio de la Dra. Marisol Soengas). Las células ES se cultivaron de la manera indicada en el 
apartado 1.2 de Materiales y Métodos. Las células SK-MEL-146 se cultivaron en medio DMEM (Gibco) 
suplementado con 10% de suero fetal bovino y penicilina-estreptomicina 50 U/mL-50 μg/mL (Gibco). 
Antes de inocular las células en ratones se seleccionó un pool con expresión homogénea y elevada de 
fluorescencia mediante análisis por citometría en un FACS-Sorter (Aria BD). 
 




5.4.2 Inoculación de líneas celulares en ratones atímicos desnudos 
 
Para los ensayo de xenotransplante se utilizaron hembras heterocigotas para el alelo Tg.CAG-
Katushka y homocigotas para Foxn1nu de 15-20 semanas de edad (n=6). A cada animal se inyectó por 
vía subcutánea 2 x 106 células ES en el flanco izquierdo y 2 x 106 células SK-MEL-146 en el flanco 
derecho, obtenidas a partir de cultivos subconfluentes. Como control negativo se utilizaron hembras 
homocigotas para  Foxn1nu sin expresión de Katushka (n=3). 
 
5.4.3 Monitorización in vivo y ex vivo del crecimiento tumoral 
 
La monitorización in vivo del crecimiento tumoral se llevó a cabo mediante la adquisición de señal 
fluorescente para Katushka y EGFP en un equipo IVIS 200 (Xenogen) siguiendo la metodología descrita 
en el apartado 5.1.2 de Materiales y Métodos. 
 
Para la observación microscópica del microambiente tumoral los ratones fueron sacrificados en 
una cámara de CO2 tres semanas después de la inoculación de las células. Los tumores fueron 
diseccionados quirúrgicamente y fijados en PFA al 4% durante una noche, a continuación fueron lavados 
en PBS e incluidos en criobloques con OCT (Tissue-Tek). Inmediatamente se transfirieron a nieve 
carbónica y una vez solidificados se conservaron a -80 °C. En un criostato CM1900 (Leica) se obtuvieron 
secciones de 40 μm de grosor en portaobjetos de vidrio (Superfrost, Termo Scientific), se dejaron secar 
al aire durante media hora y se montaron directamente en ProLong Gold Antifade (Molecular Probes). La 
adquisición de imágenes se realizó en un microscopio confocal TCS-SP5 AOBS (Leica) equipado con un 







1. Generación del modelo Tie2CreERT2 
 
El análisis de la función de un gen en particular, en un contexto tisular determinado, dentro de un 
organismo vivo, es posible gracias al desarrollo de sistemas experimentales que permitan eliminar, 
modificar o restaurar la actividad de dicho gen específicamente en el tejido de interés. Un nivel de control 
adicional consiste en poder definir en qué momento tendrán lugar dichas modificaciones. En este 
sentido, uno de los objetivos fundamentales del presente trabajo consiste en generar un modelo murino 
que permita la activación o inactivación condicional de genes, a través de la recombinasa inducible 
CreERT2, específicamente en las células endoteliales de los vasos sanguíneos y de una forma 
controlada en el tiempo. Para garantizar la especificidad endotelial de la recombinación, se ha diseñado 
un modelo en el que la expresión de CreERT2 está regulada por las secuencias endógenas que dirigen 
la transcripción del gen Tie2. Como se describió anteriormente (ver apartado 5.2 de Introducción), el 
receptor de membrana Tie2 es un reconocido marcador de células endoteliales y un importante mediador 
de señales durante la respuesta angiogénica y el mantenimiento del fenotipo quiescente de la 
vasculatura sanguínea.  
 
Mediante recombinación homóloga en células madre embrionarias (células ES) de ratón se dirigió 
la inserción de la 
secuencia codificante de la 
recombinasa inducible 
CreERT2, precedida por 
una secuencia de entrada 
interna de ribosoma 
(IRES), entre el codón de 
terminación y la sequen-
cia de poliadenilación del 
gen que codifica para Tie2. 
De esta manera la 
transcripción del locus de 
Tie2 da lugar a un mensa-
jero bicistrónico que 
permite la expresión simul-
tánea de dos proteínas: 
Tie2 y CreERT2, ambas 
bajo idéntica regulación 
transcripcional y sin alterar 
la secuencia codificante 






1.1 Construcción del vector de targeting Tie2IRES-CreERT2 
 
1.1.1 Análisis del locus Tie2 
 
El gen Tie2 murino (GenBank accession # NM_013690) está formado por 23 exones y 22 intrones 
y se localiza en la región C5 del cromosoma 4 (Figura 10). La secuencia de dicho gen ha sido resuelta 
en su totalidad en la cepa C57BL/6J y se encuentra disponible en la base de datos de Ensembl 
(www.ensembl.org, ENSMUSG00000006386). Los genes más próximos a Tie2 se encuentran a 46.2 Kb 
en dirección 5’ y a 32.3 Kb en dirección 3’ por lo que es improbable que la inserción de secuencias 
exógenas en la región 3’ no traducida de Tie2 provoque algún tipo de desregulación en el control de los 
genes vecinos. 
 
El análisis de la secuencia del locus Tie2, en cuanto al contenido de GC y su distribución, la 
presencia de repeticiones y la existencia de zonas con estructuras secundarias, permite identificar 
regiones que condicionan la construcción del vector de targeting. Al realizar un análisis de una región de 
8 Kb en sentido 5’ respecto al exón 23 se identifican: a) tres regiones con un contenido de GC inferior al 
30% que se extienden sobre 553, 891 y 474 pb; b) una estructura secundaria putativa de 81 pb; y c) una 
repetición larga de 2224 pb en la región anterior al exón 22. Por su parte, el análisis de una región de 8 
Kb posterior al exón 23 permite identificar: a) una región de 80 pb con un contenido de GC inferior al 
20%; b) tres regiones con posible estructura secundaria que se extienden sobre 443, 136 y 186 pb; y c) 
una repetición larga de 6180 pb (Figura 11). Las zonas con un contenido muy alto o muy bajo de GC son 
un mal sustrato para la amplificación por PCR y dificultan la clonación o pasos posteriores de 
genotipado. Por su parte, la presencia de zonas repetitivas puede tener un impacto negativo sobre la 
frecuencia de recombinación homóloga ya que facilita la integración de la construcción en múltiples sitios  
del genoma que comparten una secuencia común (Kobayashi et al., 1998). Finalmente, la formación de 





frecuencia de recombinación homóloga. Todas estas características de la secuencia en torno al locus de 
Tie2 son relevantes para el diseño del vector de targeting. 
  
1.1.2 Diseño del vector de targeting 
 
Los brazos de homología del vector se diseñaron con el objetivo de dirigir la inserción de la fusión 
IRES-CreERT2 inmediatamente a continuación del codón de terminación (TAG) de la secuencia 
codificante de Tie2. Dado que para favorecer la recombinación homóloga frente a la integración al azar 
es, en general, recomendable que la suma de la longitud de ambos brazos de homología sea de 5-10 Kb 
como mínimo y que cada brazo tenga un tamaño mínimo de 2 Kb, no existe alternativa posible para 
evitar totalmente las regiones conflictivas cercanas el exón 23 (ver figura 11). Así pues, finalmente se 
decidió diseñar un brazo de homología largo (5’) que se extiende 6.2 Kb hacia la región 5’ del exón 23 y 
un brazo de homología corto (3’) que se extiende 2 Kb hacia la región 3’ del exón 23 y que evita tanto las 
tres posibles zonas con estructura secundaria como la repetición de 6180 pb. 
  
Además de los brazos de homología y la secuencia IRES-CreERT2, el vector de targeting 
diseñado (Figura 12) contiene el marcador de selección positiva PGK-neo, que expresa el gen de 
resistencia a neomicina, neomicina fosfotransferasa de E. coli, bajo el control transcripcional del 
promotor del gen Pgk1, que codifica para la fosfoglicerato quinasa de ratón. Dicho marcador, en 
presencia continuada de geneticina, condiciona la supervivencia celular a la integración de la 
construcción en el genoma; además, dado que se encuentra flanqueado por sitios frt, puede ser 
escindido mediante recombinación mediada por la recombinasa Flpe (ver apartado 1.4 de Resultados). 
Tras el casete de selección positiva se encuentra el exón 23 que contiene el codón de terminación de 
Tie2 (TAG); a continuación, la secuencia codificante de la fusión IRES-CreERT2 y la secuencia de 
poliadenilación de la región 3’ no traducida del gen Tie2. Adicionalmente, el vector de targeting contiene 
la secuencia codificante de la toxina diftérica α (DTA) como marcador de selección negativa. Dicho 






aquellos clones que incorporan la construcción por mecanismos que implican recombinación no 
homóloga por los extremos del vector linearizado e integración al azar.  
 
1.1.3 Construcción del vector de targeting 
 
El procedimiento específico para la construcción del vector de targeting se explica en detalle en el 
apartado 1.1 de Materiales y Métodos y se representa gráficamente en la figura 13. Una vez clonados 
todos los componentes del vector, se procedió a comprobar la secuencia de los mismos y a compararla 
con la secuencia genómica disponible en Ensembl, con especial atención a los brazos de homología y 
las regiones codificantes.  
 
La comparación del brazo de homología 5’ con la secuencia genómica correspondiente (intrón 21 
y exón 22) permitió establecer un nivel de identidad general del 99.5% que llega a ser del 100% si el 
análisis se restringe a la secuencia codificante del exón 22. Por su parte, la comparación del brazo de 
homología 3’ con la secuencia genómica correspondiente (región 3’ no traducida y señal de 
poliadenilación) arrojó un nivel de identidad general del 99.7% y del 99.9% para la secuencia de 
poliadenilación; en dicha secuencia encontramos un polimorfismo previamente reportado (Entrez SNP 
rs13474059). Finalmente, cabe destacar que el exón 23 (195 pb contenidas entre el marcador de 
selección positiva y la fusión IRES-CreERT2) mantiene un 100% de identidad respecto a la secuencia 
genómica anotada en Ensembl.  
 
Así pues, la sustitución de las secuencias genómicas en las células ES por las secuencias 
contenidas en los vectores de targeting no debe introducir ninguna modificación en las regiones 
codificantes y mantendrá un alto grado de similitud general respecto al contexto original. Las ligeras 
variaciones encontradas corresponden a polimorfismos reportados previamente en regiones no 
codificantes y asociadas a distintos fondos genéticos. En tal sentido cabe destacar que las secuencias 
utilizadas para la construcción de los brazos de homología proceden de fondo genético 129SvPas, 









1.2 Obtención y selección de clones recombinantes homólogos 
 
El vector de targeting se linearizó y se introdujo en células ES de la línea V6.4 F1 (129S4/SvJae x 
C57BL/6J) mediante electroporación, tal como se describe en el apartado 1.2 de Materiales y Métodos. 
Tras la electroporación de las células ES, el vector de targeting dirige la introducción, mediante 
recombinación homóloga, de las secuencias flanqueadas por los brazos de homología en un alelo del 
gen Tie2, entre el codón de terminación y la región 3’ no traducida (Figura 14 A). Tras la electroporación 
de las células ES, se seleccionaron 288 colonias resistentes a geneticina y se procedió a la identificación 
de clones recombinantes homólogos mediante análisis por Southern Blot (ver apartado 1.3 de Materiales 






De esta manera, tras digestión del ADN genómico con la enzima ApaLI y mediante hibridación con 
sondas capaces de identificar fragmentos de distinto tamaño según se trate de células ES de genotipo 
silvestre o de células con un alelo recombinante, se identificaron 4 clones recombinantes homólogos 
entre las 288 colonias analizadas, lo cual representa una frecuencia de recombinación homóloga del 
1.39%. En la figura 14 B se muestra un clon representativo del evento de recombinación identificado por 
Southern Blot.  
 
1.3 Generación de quimeras y transmisión en la línea germinal 
 
Tras la evaluación del cariotipo y la confirmación de ausencia de micoplasma, se seleccionó entre 
los clones recombinantes homólogos el clon ESRD8.46, con cariotipo euploide (> 75% de células con 40 
cromosomas en metafase) y se inyectó en blastocistos murinos para la generación de quimeras tal como 
se describe en el aparatado 1.4 de Materiales y Métodos. Dado que las células ES proceden de una 
línea de fondo genético híbrido con pigmentación agouti (A/a) y se microinyectan en blastocistos de 
fondo genético puro C57BL/6J y pigmentación negra (a/a), es posible establecer el porcentaje de 
quimerismo mediante análisis de la pigmentación de las crías; así pues, a mayor cantidad de zonas de 
coloración agouti, mayor será la contribución de las células ES a dicha quimera. Según este criterio se 
generaron dos quimeras macho con una contribución del 80% y del 100% (Tabla 2). 
 
En virtud de su pluripotencia, las células ES son capaces de contribuir a cualquier tipo celular del 
organismo del ratón incluida la línea germinal. En la medida que las células ES recombinantes 
contribuyan a la línea germinal de las quimeras, éstas serán capaces de transmitir la modificación a su 
descendencia. Para analizar la contribución de las células ES a la línea germinal de las quimeras, éstas 
se cruzaron con hembras C57BL/6J y se valoró la cantidad de crías con pigmentación agouti en la 
descendencia (transmisión de pigmentación). Adicionalmente, todas las crías fueron genotipadas por 
PCR (ver apartado 1.5 de Materiales y Métodos) para identificar aquellas que habían heredado el alelo 
recombinante Tie2CreERT2neo (transmisión de la mutación). De las 32 crías analizadas, 17 (53.1%) 
heredaron la modificación genética (Tabla 3) y, por tanto, fueron heterocigotas (+/KI) para el alelo 
Tie2CreERT2neo. Dicho porcentaje es el esperado dado que no se prevé que el alelo recombinante induzca 







1.4 Eliminación del casete de selección PGK-neo 
 
Una vez alcanzada la madurez sexual (6-8 semanas), los ratones heterocigotos Tie2CreERT2neo se 
cruzaron con ratones transgénicos Tg.CAG-Flpe (Rodriguez et al., 2000). Dicha línea expresa la 
recombinasa Flpe de forma ubicua, constitutiva y en la línea germinal, bajo el control del promotor híbrido 
CAG (promotor de β-actina de pollo y secuencia potenciadora inmediata temprana de citomegalovirus). 
La recombinasa Flpe cataliza la eliminación de secuencias flanqueadas por sitios diana frt, por lo tanto, 
en el alelo Tie2CreERT2neo produce la escisión del marcador de selección positiva PGK-neo y con ello la 
generación del alelo funcional Tie2CreERT2 (Figura 14). Los cruces se establecieron entre ratones 
Tie2CreERT2neo (+/KI) y ratones Tg.CAG-Flpe (T/T). Una vez identificados los ratones portadores del alelo 
escindido Tie2CreERT2 (+/KI) (9 de 15 animales, 60%), mediante genotipado por PCR, éstos se cruzaron 
entre sí para obtener animales portadores del alelo Tie2CreERT2 en homocigosis (KI/KI). La frecuencia de 
nacimiento de crías homocigotas para Tie2CreERT2 fue la esperada según la herencia mendeliana (25%), 
lo cual evidencia que la presencia de la modificación en homocigosis no es deletérea durante el 
desarrollo embrionario. La línea se mantiene en un fondo genético mixto 129S4/SvJae, C57BL/6J. 
 
2. Caracterización del modelo Tie2CreERT2 
 
2.1 Análisis de la expresión del gen Tie2 después de la recombinación homóloga  
 
Si bien la introducción de la fusión IRES-CreERT2, específicamente en la región 3’ no traducida 
del gen Tie2 según la estrategia descrita, no debería alterar la expresión del gen endógeno, no se puede 
descartar que la generación de un ARN mensajero bicistrónico pueda modificar la expresión de Tie2 
debido a cambios en la estabilidad del tránscrito o a modificaciones en la eficiencia de su traducción. Por 
ello, una vez establecido el modelo, se comprobó, mediante inmunodetección de proteínas (Western 
Blot, ver apartado 1.6 de Materiales y Métodos), que los niveles de expresión de Tie2 permanecen 
inalterados en animales portadores del alelo Tie2CreERT2 en homocigosis, respecto a aquellos 
heterocigotos o de genotipo silvestre. Dicho análisis de expresión se llevó a cabo en extractos totales 
obtenidos de embriones a día 13.5 de desarrollo embrionario (E13.5) ya que en éstos los niveles de 
expresión de Tie2 son altos debido al elevado índice de neovascularización existente. Los resultados 




homocigosis, no provoca una modificación detectable, 
por Western Blot, en los niveles de expresión 
endógenos del receptor. Así pues, la cantidad de 
proteína Tie2 en animales silvestres, heterocigotos u 
homocigotos para la construcción es prácticamente 
idéntica. 
 
2.2 Especificidad y eficiencia de la 
recombinación mediada por Cre  
 
2.2.1 Cruce con la línea Rosa26LSLlacZ 
 
Con el objetivo de comprobar que la expresión de 
la recombinasa CreERT2 reproduce el patrón de expresión del gen Tie2, se procedió a cruzar entre sí las 
líneas Tie2CreERT2 y Rosa26LSLlacZ. La línea Rosa26LSLlacZ (Soriano, 1999) ha sido ampliamente utilizada 
como línea trazadora de la actividad de Cre; en ella el gen lacZ (que codifica la enzima β-galactosidasa 
bacteriana), precedido por una secuencia que incluye señales de terminación de la transcripción 
(secuencia STOP) flanqueada por sitios loxP (loxP-STOP-loxP o LSL), se encuentra insertado en el 
locus de expresión ubicua Rosa26. De esta manera, lacZ permanece silenciado hasta que un evento de 
recombinación mediado por Cre escinde la secuencia de terminación de la transcripción. A partir de ese 
momento se produce la expresión de β-galactosidasa bajo el control del promotor Rosa26 (Figura 16) y 
dicha característica se hereda a todas las células que procedan de aquella en la que tiene lugar el 
evento de recombinación. Así pues, la administración de tamoxifeno a animales portadores de ambos 
alelos (Tie2CreERT2 y Rosa26LSLlacZ) activa la 
recombinasa inducible CreERT2 en las células 
que expresan Tie2 y ésta dirige la eliminación de 
la secuencia de parada de transcripción del locus 
Rosa26 trazador con la consiguiente expresión de 
β-galactosidasa. Dicha enzima cataliza la reacción 
de hidrólisis de la lactosa en glucosa más 
galactosa y, a través del mismo mecanismo, la 
conversión del sustrato cromogénico X-gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido) en 
galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxi-indol; éste 
último forma dímeros de manera espontánea y es 
oxidado a 5,5’-dibromo-4,4’-dicloro-índigo, un 
producto insoluble de intenso color azul. De esta 
manera, las células que expresan Tie2 y por tanto 





Adicionalmente a la tinción con X-gal, la presencia de la β-galactosidasa bacteriana también puede ser 
identificada mediante inmunodetección con anticuerpos específicos.  
 
Para garantizar las condiciones óptimas en la inducción de recombinación y su consiguiente 
detección, la línea Tie2CreERT2; Rosa26LSLlacZ se estableció en homocigosis para ambos alelos sin que se 
detectara ningún efecto deletéreo en los animales. A continuación, ratones homocigotos (KI/KI) para los 
alelos Tie2CreERT2 y Rosa26LSLlacZ fueron sometidos a diversos protocolos de administración de 
tamoxifeno durante distintos momentos del desarrollo pre- y postnatal, y se evaluó el nivel de 
recombinación inducido por Cre mediante tinción con X-gal y/o análisis inmunohistoquímico. De esta 
manera, se caracterizó el patrón de expresión de CreERT2 y, al mismo tiempo, se definió la dosis de 
tamoxifeno y el protocolo de administración óptimos para inducir la máxima recombinación sin provocar 
alteraciones fisiológicas de importancia. 
 
2.2.2 Inducción de la actividad de Cre durante el desarrollo embrionario 
 
Como se ha descrito anteriormente (ver apartado 3.1 de Introducción), los procesos de 
neovascularización y remodelación vascular son especialmente activos durante el desarrollo 
embrionario, en particular durante la primera mitad de la gestación. De hecho, el desarrollo normal del 
embrión depende estrechamente de la correcta formación del sistema cardiovascular. Por ello resulta 
relevante establecer condiciones óptimas para la inducción de la actividad de Cre en el modelo 
Tie2CreERT2 en diferentes estadíos del desarrollo embrionario. 
 
Para ello, se cruzaron entre sí ratones knockin homocigotos para ambos alelos, Tie2CreERT2 y 
Rosa26LSLlacZ, y se monitorizó la presencia del tapón vaginal, el cual es evidente durante las primeras 12 
horas postcoito, y por tanto el día en que se observa se define como día 0.5 del desarrollo embrionario 
(E0.5). Las hembras gestantes fueron tratadas en diferentes momentos del desarrollo embrionario con 
distintas dosis de tamoxifeno por vía intraperitoneal (IP) y se evaluó la eficiencia de la recombinación 
inducida en los embriones en desarrollo así como el patrón de expresión de CreERT2. 
 
2.2.2.1 Evaluación de la tolerancia al tamoxifeno durante la gestación 
 
La administración de tamoxifeno durante la gestación puede tener efectos negativos sobre los 
embriones en desarrollo y comprometer la viabilidad gestacional debido a sus efectos sobre los 
receptores de estrógenos (Furr and Jordan, 1984; Hayashi et al., 2006). Por ello es importante establecer 
las dosis máximas toleradas que, sin comprometer la viabilidad de la gestación, induzcan la máxima 
recombinación posible.  
 
Inicialmente, las hembras gestantes fueron tratadas con 3 ó 5 mg de tamoxifeno a E8.5, E10.5 y 
E12.5 y se evaluó, 48 horas después, la presencia de embriones en proceso de reabsorción. En sentido 




administración de tamoxifeno se realiza en dosis altas y a hembras en estadíos de gestación más 
tempranos (Figura 17). De hecho, la obtención de embriones normales 48 horas después de la 
administración de tamoxifeno a E8.5 ocurre con muy baja frecuencia. A mayor edad gestacional la 
tolerancia al tratamiento con tamoxifeno aumenta. Así pues, a E10.5 es poco frecuente detectar eventos 
de reabsorción, particularmente con la menor dosis ensayada (3 mg). Finalmente, los tratamientos con 3 
ó 5 mg de tamoxifeno a E12.5 son mayoritariamente tolerados por las hembras gestantes y es poco 
frecuente la aparición de embriones en proceso de reabsorción. 
 
Si bien se ha 
analizado el efecto a 
corto plazo de la 
administración de 
tamoxifeno sobre la 
viabilidad embrionaria, 
no se puede descartar 
que los efectos 
secundarios de éste 
agente tengan alguna 
consecuencia nociva 
en las crías, una vez 
llegada la gestación a 
término. De hecho, 
debido al efecto 
hormonal de dicho 
tratamiento es común 
la presencia de 
distocias durante el 
parto y es preferible la 
realización de 
cesáreas para la 
recuperación de las crías. Al respecto, cabe mencionar que tras el análisis de 68 crías obtenidas por 
cesárea de 10 hembras sometidas a tratamiento con 5 mg de tamoxifeno a E10.5 ó E12.5, no se detectó 
la presencia de malformaciones de relevancia y la tasa de mortalidad perinatal fue menor del 10% (6 
crías de 68). 
 
En lo sucesivo, salvo que se indique lo contrario, la inducción de recombinación durante el 
desarrollo embrionario se realizó mediante administración de 3 mg de tamoxifeno a hembras gestantes a 






2.2.2.2 Análisis de la expresión de Tie2 durante el desarrollo embrionario 
 
Una vez establecidos los protocolos de dosificación que no comprometen severamente la 
viabilidad embrionaria durante el desarrollo gestacional, se procedió a evaluar la inducibilidad del 
modelo, la efectividad de la recombinación inducida y el patrón de expresión de la recombinasa CreERT2, 
y por tanto del gen Tie2, 
entre los días E10.5 y 
E12.5 del desarrollo. Para 
ello, 48 horas después de 
la inducción de 
recombinación las hem-
bras fueron sacrificadas y 
los embriones sometidos 
a tinción X-gal en pre-
paración completa (ver 
apartado 2.2.1 de los 
Materiales y Métodos). 
Todas las dosis de 
tamoxifeno ensayadas en 
los estadíos gestaciona-
les seleccionados indu-
cen una recombinación 
muy eficiente y fácilmente 
detectable por la pre-
sencia de coloración azul 
específicamente en 
estructuras vasculares; al 
mismo tiempo, se 
demuestra que en 
ausencia de tamoxifeno 
no existe actividad de la 
recombinasa inducible y 
por tanto no es detectable 
la expresión de β-
galactosidasa (Figura 18).  
 
Si bien la técnica 
de tinción X-gal en pre-
paración completa permi-




eficiencia de recombinación, su poder 
de resolución es limitado. Por ello, una 
vez realizada la tinción se procedió al 
análisis histológico de algunas muestras 
representativas mediante la inclusión de 
los embriones en bloques de parafina y 
la preparación de secciones 
histológicas contrateñidas con el 
marcador NFR. Este análisis (Figura 19) 
permite confirmar que la recombinación 
inducida con el modelo Tie2CreERT2 es 
altamente específica para el endotelio 
vascular sanguíneo en todos los 
órganos analizados incluyendo el 
revestimiento endotelial interno del 
endocardio, lo cual coincide con el 
patrón de expresión descrito para Tie2 
(Dumont et al., 1994). Adicionalmente, 
se detecta tinción positiva en algunas 
poblaciones de nidos eritroides y 
megacariocitos del hígado fetal, en 
coincidencia con lo reportado en la 
literatura (Hsu et al., 2000), y en 
estructuras extraembrionarias como la 
vasculatura del cordón umbilical. Cabe 
destacar que no se detectan diferencias 
significativas en el patrón de re-
combinación en función de la edad 
gestacional a la que se administra el 
tamoxifeno y que el sistema goza de un 
estricto control temporal, dado que, en 
ausencia de dicho fármaco no se 
observa ninguna evidencia de 
recombinación mediada por Cre. 
 
A continuación se analizó el 
patrón de recombinación inducido por la 
administración de 5 mg de tamoxifeno a E10.5 en crías obtenidas mediante cesárea una vez llegada la 
gestación a término (E19.5). En este caso, la estrategia de análisis se basó en la inmunodetección de β-





completa sobre órganos enteros presenta limitaciones en la penetración del sustrato y, adicionalmente, 
la pigmentación azul tiende a perderse durante el proceso de preparación de los bloques de parafina. 
Los resultados obtenidos (Figura 20) evidencian que la inmunodetección de β-galactosidasa recapitula 
fielmente el patrón de recombinación detectado mediante tinción X-gal. Así pues, la recombinación 
mediada por Cre se limita fundamentalmente al endotelio vascular sanguíneo y al manto endotelial del 
endocardio. Cabe destacar que en las muestras de órganos de crías recién nacidas se observa una 
mayor densidad de estructuras positivas para β-galactosidasa en comparación con el análisis de 
embriones en gestación. Esto puede deberse al mayor grado de desarrollo de las estructuras vasculares 
toda vez que la recombinación es una alteración genómica permanente que se hereda a todas las 
células descendientes. Igualmente, la mayor efectividad de la inmunodetección respecto a la tinción X-
gal puede contribuir a dicha diferencia.  
 
La inducción de recombinación en las células que expresan Tie2 durante el desarrollo embrionario, 
permite realizar un análisis de trazado de linajes e identificar el destino final que tienen dichas células en 
el adulto. Tie2 se expresa activamente durante los días E10.5 y E12.5 de la gestación y contribuye a la 
formación de la red vascular. De hecho, ratones knockout de Tie2 presentan letalidad embrionaria 
alrededor del día E10.5 debido a trastornos en el endocardio, presencia de hemorragias y defectos en el 
desarrollo de la red vascular (Dumont et al., 1994). Con objeto de analizar el destino final de las células 




E10.5 ó E12.5 y sometidas a cesárea a E19.5. A continuación, las crías, todas ellas homocigotas para 
los alelos Tie2CreERT2 y Rosa26LSLlacZ, fueron puestas en adopción con una hembra nodriza hasta su 
destete. Una vez alcanzada la edad adulta (10-12 semanas de edad) se sacrificaron y se tomaron 
muestras de distintos órganos para analizar el patrón de expresión de β-galactosidasa mediante 
inmunohistoquímica y 
tinción X-gal en 
criosecciones (ver apartado 
2.2.2 de Materiales y 
Métodos). Todas las 
estructuras tisulares 
positivas para este 
marcador serán inequívo-
camente descendientes de 
las células que expresan 
Tie2, y por tanto CreERT2, 
en los días E10.5 ó E12.5 
del desarrollo embrionario. 
Los resultados obtenidos 
(Figura 21) ponen de 
manifiesto que las células 
Tie2-positivas presentes en 
el embrión en desarrollo 
dan origen mayoritaria-
mente al endotelio vascular 
sanguíneo sin que se 
detecte su contribución al 
desarrollo del endotelio de 
los vasos linfáticos (ver 
apartado 2.2.5 de 
Resultados) o a estructuras 
extra-vasculares. Mención 
especial merece la 
participación de las células 
que expresan Tie2 durante 
el desarrollo embrionario 
en la hematopoyesis, 
aspecto que será tratado 
en detalle más adelante 






2.2.3 Inducción de la actividad de Cre durante el desarrollo perinatal 
 
Una vez demostrada la efectividad del modelo en la inducción de recombinación específicamente 
en el endotelio vascular durante el desarrollo embrionario, se procedió a evaluar su eficacia durante la 
primera semana de desarrollo postnatal. Durante dicho periodo se produce un importante incremento de 
talla y peso, con la consiguiente demanda de vascularización para los tejidos en crecimiento. 
Adicionalmente, algunas redes de vasos sanguíneos, como la vasculatura de la retina, se desarrollan 
específicamente durante esta etapa y constituye un modelo experimental ampliamente utilizado en el 
estudio de la angiogénesis (Stahl et al., 2010).  
 
Para inducir la actividad de Cre durante el desarrollo perinatal se utilizaron dos protocolos 
diferentes de administración de tamoxifeno. En un caso, se trataron crías homocigotas para los alelos 
Tie2CreERT2 y Rosa26LSLlacZ con 50 µg de tamoxifeno por vía intragástrica (ver apartado 2.1.3 de 
Materiales y Métodos) durante los 3 primeros días de vida (P1 a P3, tomando el día de nacimiento como 
P0); alternativamente las crías se trataron con 100 µg de tamoxifeno por vía IP durante 4 días 
consecutivos (P5 a P8). Ninguno de estos protocolos de administración provocó letalidad en las crías o 
deficiencias significativas en su crecimiento o ganancia de peso. El análisis de la recombinación inducida 
se realizó mediante tinción X-gal en preparaciones completas de peritoneo y diafragma, tinción X-gal de 
criosecciones e inmunodetección de β-galactosidasa en muestras de órganos de animales adultos.  
 
La tinción X-gal en preparaciones completas de peritoneo y diafragma permite conservar la 
integridad de las redes vasculares y observar su disposición anatómica en estos tejidos, los cuales, dado 
su escaso grosor, permiten una correcta penetración del sustrato cromogénico. Mediante esta técnica de 
tinción se pudo comprobar que ambos protocolos de administración de tamoxifeno inducen 
recombinación en la mayor parte de la vasculatura sanguínea sin que se aprecien diferencias 




vascular se mantiene aunque en el peritoneo se 
detectan algunos haces musculares positivos para 
β-galactosidasa. Mediante análisis histológico e 
inmunodetección de dicho marcador (Figura 23), 
se confirma su presencia en miocitos de algunas 
fibras de músculo esquelético.  
 
Por su parte, el análisis histológico 
mediante tinción X-gal de criosecciones e 
inmunodetección de β-galactosidasa (Figura 24) 
confirma que la expresión de CreERT2 es 
mayoritariamente específica del endotelio vascular 
y pone de manifiesto la eficiencia de la 
recombinación inducida en todos los órganos 
analizados. Así pues, la mayor parte de la 
vasculatura sanguínea, incluyendo capilares, 
vénulas, arteriolas e incluso vasos de mayor 
calibre, así como el endocardio, son positivos para β-galactosidasa. Al igual que se ha mencionado con 
anterioridad, es posible detectar recombinación en algunos megacariocitos y precursores eritroides o 
mieloides. Finalmente, es importante destacar que el sistema goza de un estricto control temporal 
también en estas condiciones dado que, en ausencia de tamoxifeno, es imposible detectar eventos de 






2.2.4 Inducción de la actividad de Cre en el animal adulto 
 
Para completar la caracterización de la inducibilidad del modelo, se analizó la eficiencia y la 
especificidad tisular de la recombinación en animales jóvenes (a partir de cuatro semanas) y adultos (a 
partir de siete semanas), homocigotos para los alelos Tie2CreERT2 y Rosa26LSLlacZ, mediante 
administración de distintas dosis de tamoxifeno por vía oral o IP. En ambos casos se dispuso de grupos 
control con el mismo genotipo, a los cuales no se administró tamoxifeno y en los que no se detectó 
ningún evento de recombinación, evidenciando el estricto control temporal del sistema también en el 
animal adulto. 
 
La administración por vía oral se realizó mediante una dieta comercial cuya formulación incluye 0,4 
mg de tamoxifeno por cada gramo de pienso y de la cual los animales disponen ad libitum a partir del 
décimo día postdestete (aproximadamente a las cuatro semanas de edad) y durante un período de 
tiempo variable: 1, 3, 5 u 8 semanas consecutivas (ver apartado 2.1.1 de Materiales y Métodos). A las 15 
semanas de edad se analizó la recombinación inducida mediante tinción X-gal en preparación completa 
de diafragma y peritoneo (Figura 25). Como puede observarse, existe una evidente relación dosis-
respuesta en la inducción de la recombinación, de forma tal que la vasculatura sanguínea muestra una 





Si bien mediante esta técnica no se detecta una 
diferencia considerable entre los tratamientos de cinco y 
ocho semanas, un análisis más detallado mediante 
tinción X-gal en criosecciones (Figura 26) y análisis 
cuantitativo de las mismas (Figura 27), revela que la 
recombinación es mayor en aquellos animales que 
reciben tamoxifeno durante el tiempo máximo. Por su 
parte, tratamientos superiores a ocho semanas no han 
demostrado incrementar la efectividad de la 
recombinación, al tiempo que encarecen y alargan el 
procedimiento. Ninguno de los protocolos ensayados 
generó síntomas clínicos y en general la dieta es bien 
aceptada por los animales, que muestran ganancias de 





Al mismo tiempo, se ensayó la administración de tamoxifeno por vía IP (ver apartado 2.1.2 de 
Materiales y Métodos) a grupos de animales de siete semanas de edad, momento en el que alcanzan la 
madurez sexual y a partir del cual no existen variaciones importantes en el peso. En función de los datos 
reportados previamente en la literatura y en ensayos de toxicidad (Furr and Jordan, 1984), se definieron 
tres protocolos distintos que consistieron en la administración de 1, 2 ó 4 mg diarios de tamoxifeno 
durante cinco días consecutivos en una dosis única por día. Los resultados obtenidos (Figuras 28 y 29) 
evidencian que si bien la relación dosis-respuesta se mantiene, la recombinación inducida mediante la 
administración IP es menos eficiente que la alcanzada administrando pienso con tamoxifeno. Así pues, el 
mayor nivel de recombinación inducido con el tratamiento IP alcanza un 70% de eficiencia (Figura 30), 
mientras que el tratamiento con tamoxifeno en la dieta durante ocho semanas induce recombinación 
superior al 95%. Adicionalmente, se ha detectado mayor variabilidad en la inducción de recombinación 
tras la administración IP, probablemente debido a variaciones en la absorción del fármaco. Finalmente, 
cabe mencionar que la dosis máxima por vía IP (4 mg) genera cierto grado de toxicidad en algunos 




apreciaron en ratones 
silvestres sometidos a 
dicho tratamiento por lo 
que se descarta que 
pueda deberse a la 
activación de la recom-
binasa Cre o a la expre-
sión de β-galactosidasa. 
 
Una vez 
identifica-do el protocolo 
que induce el mayor 
grado de recombinación 
en el endotelio vascular 
(ocho semanas de dieta 
tamoxifeno), se 
procedió a analizar en 
detalle el patrón de 




(Figura 31). El análisis 
histo-lógico revela que 
los eventos de 
recombina-ción ocurren mayorita-riamente en el 
endotelio vascular sanguíneo, con especial preferencia 
por la microvasculatura incluyendo capilares, vénulas 
y arteriolas. También se detecta recombinación en 
vasos de mayor calibre aunque, en ocasiones, con 
cierto grado de mosaicismo. Adicionalmente, mediante 
tinción X-gal en preparación completa de diafragma es 
posible visualizar expresión puntual de β-
galactosidasa en algunos vasos linfáticos (Figura 32), 
con escasa penetrancia y uniformidad. Dicha situación 
se limita a pocos vasos del diafragma y peritoneo de 
animales tratados con cinco u ocho semanas de 
tamoxifeno en la dieta sin que sea detectable en 
ratones inducidos con protocolos de inducción de 








identificación de vasos linfáticos recombinados en preparaciones histológicas mediante inmunodetección 
de β-galactosidasa (ver apartado 2.2.5 de Resultados), lo cual sugiere que la eficiencia de recombinación 
en el endotelio vascular linfático es sumamente baja. 
 
Bajo condiciones fisiológicas normales, más del 99% de las células endoteliales se encuentran en 
estado de quiescencia (Augustin et al., 1994) y en ellas Tie2 se expresa de forma constitutiva a bajos 
niveles (Jones et al., 2001). Dado que todos los protocolos de inducción ensayados mediante 
administración de tamoxifeno en la dieta se inician diez días después del destete (aproximadamente a 
las cuatro semanas de edad), momento en el cual el ratón aún se encuentra en fase de crecimiento, 
resulta interesante analizar si la recombinación inducida es igualmente eficiente en animales que son 
tratados exclusivamente en la edad adulta. Para ello se procedió a administrar dieta con tamoxifeno 
durante tres semanas consecutivas a ratones de 10 meses de edad y a analizar la recombinación 
inducida, mediante inmunodetección de β-galactosidasa, una semana después de la conclusión del 
tratamiento (Figura 33). Los resultados obtenidos indican que la eficiencia de recombinación no varía 
sensiblemente respecto a aquella alcanzada en animales tratados a partir del destete, por lo que puede 
concluirse que el modelo Tie2CreERT2 es capaz de inducir eficientemente la recombinación en el endotelio 
















2.2.5 Análisis de la especificidad por el endotelio vascular sanguíneo 
 
Uno de los elementos más relevantes en la caracterización del modelo Tie2CreERT2 es el análisis de 
la especificidad de la recombinación en el endotelio vascular sanguíneo y/o linfático. Tie2 es considerado 
un marcador del endotelio vascular en general y existen evidencias de su expresión en el endotelio de 
los vasos linfáticos (Morisada et al., 2005; Tammela et al., 2005). De hecho, ratones knockout para 





maduración de los vasos linfáticos (Gale et al., 2002). Con el objetivo de confirmar si la recombinación 
inducida por el modelo Tie2CreERT2 es específica para el endotelio vascular sanguíneo, se procedió a 
analizar la co-expresión de β-galactosidasa y marcadores que permiten la identificación de los vasos 
sanguíneos (CD31) o linfáticos (Lyve1) mediante inmunohistoquímica en secciones consecutivas de 
órganos de ratones homocigotos para Tie2CreERT2 y Rosa26LSLlacZ. 
 
Inicialmente se analizó la especificidad del patrón de recombinación endotelial inducido en ratones 
adultos tratados con tamoxifeno en la dieta durante ocho semanas a partir del destete. La 
inmunodetección en secciones histológicas con los marcadores antes mencionados permite discriminar 
con relativa facilidad los vasos sanguíneos de los linfáticos: si bien CD31 es considerado un marcador 
panendotelial, su expresión es considerablemente menor en los vasos linfáticos respecto a los 
sanguíneos (Sleeman et al., 2001), así pues, todos aquellos vasos fuertemente positivos para CD31 y 
negativos para Lyve-1 son identificados como sanguíneos, mientras que los débilmente positivos (o 
negativos) para CD31 y positivos para Lyve-1 serán linfáticos. Los resultados obtenidos (Figura 34) 




niveles de β-galactosidasa y son negativas para Lyve-1. Al mismo tiempo, es prácticamente imposible 
detectar estructuras vasculares positivas para Lyve-1 que co-expresen el marcador β-galactosidasa. 
Dichos resultados, además de confirmar el alto grado de recombinación inducido, evidencian que la 
expresión de CreERT2 se restringe mayoritariamente al endotelio vascular sanguíneo.  
 
De la misma manera, el análisis de la expresión de β-galactosidasa y los marcadores CD31 y 
Lyve-1 en secciones histológicas de órganos de animales adultos tratados con tamoxifeno durante el 
desarrollo gestacional (5 mg a E10.5), evidencia que la expresión de β-galactosidasa se restringe 
mayoritariamente al endotelio vascular sanguíneo con escasa o nula expresión de dicho marcador en las 
células endoteliales de los vasos linfáticos (Figura 35). Estos resultados sugieren que, al menos durante 
esta etapa del desarrollo embrionario, la expresión de Tie2, y por tanto de CreERT2, es principalmente 
exclusiva del endotelio vascular sanguíneo, o bien que los niveles de expresión de dicho receptor en el 





2.2.6 Análisis de la recombinación en células del linaje hematopoyético 
 
Diversos artículos destacan la expresión de Tie2 en distintos tipos de células hematopoyéticas (ver 
apartado 5.2.2 de Introducción). De hecho, los resultados obtenidos con algunos modelos transgénicos 
con expresión constitutiva de la recombinasa Cre bajo el control de secuencias del promotor de Tie2 
indican que alrededor del 85% de las células hematopoyéticas adultas de la médula ósea proceden de 
células que expresan Tie2 en algún 
momento de su desarrollo (Tang et 
al., 2010). Por ello se procedió a 
analizar los niveles de 
recombinación detectados en 
células hematopoyéticas de la 
médula ósea y sangre periférica en 
animales sometidos a tratamiento 
con tamoxifeno durante la gestación 
o el desarrollo postnatal. Dadas las 
dificultades para la detección de β-
galactosidasa mediante técnicas de 
citometría de flujo, el análisis de las 
poblaciones hematopoyéticas se 
realizó en animales homocigotos 
para Tie2CreERT2 que portan una 
copia del alelo trazador de la 
actividad de Cre Tg.CAG-LSL-
Katushka (descrito en detalle en el 
apartado 4 de Resultados). 
 
En primer lugar se analizó la 
recombinación inducida en células 
hematopoyéticas de médula ósea y 
sangre periférica de animales 
adultos sometidos a tratamiento con 
tamoxifeno (5 mg) a día E12.5 del 
desarrollo gestacional (Figura 36). 
Tanto en médula ósea como en 
sangre periférica un 0.5-0.8% de las 
células totales expresan niveles 
detectables de fluorescencia roja 
(Katushka) siendo la gran mayoría 




hematopoyéticas (CD45+). En la 
médula ósea, aproximadamente 
el 88% de las células 
hematopoyéticas (CD45+) 
positivas para Katushka 
expresan a su vez el marcador 
de linaje mieloide CD11b. Por su 
parte, en la sangre periférica, el 
porcentaje de células CD45+ con 
expresión de Katushka que 
expresan el marcador mieloide 
CD11b es considerablemente 
inferior (~36%). 
 
A continuación se analizó, 
en animales adultos, la 
recombinación inducida tras 
tratamiento con tamoxifeno 
durante el desarrollo postnatal 
temprano (50 µg de P1 a P3; 
Figura 37). En este caso la 
proporción de células de médula 
ósea y sangre periférica que 
expresan niveles detectables de 
Katushka es sensiblemente 
menor (alrededor de un 0.25%), 
tratándose la mayoría de ellas 
(~99%) de células 
hematopoyéticas (CD45+). En la 
médula ósea aproximadamente 
el 87% de las células positivas 
para Katushka expresan además 
de CD45 el marcador de linaje 
mieloide CD11b, mientras que en 
la sangre periférica dicha población (Katushka+, CD45+, CD11b+) representa un 25% del total de células 
positivas para Katushka. En ambos casos los porcentajes son similares a los reportados para animales 
tratados durante el desarrollo gestacional, lo cual sugiere que, bajo las condiciones del presente análisis, 
no existen diferencias significativas en el patrón de expresión de Tie2 en células hematopoyéticas 






Finalmente, se analizó la presencia de células positivas para Katushka en médula ósea y sangre 
periférica de ratones adultos tratados con tamoxifeno en la dieta durante ocho semanas (Figura 38). 
Dicho tratamiento no es capaz de inducir recombinación detectable en poblaciones hematopoyéticas, así 
pues, el perfil de expresión de Katushka es indistinguible entre animales portadores del alelo Tg.CAG-
LSL-Katushka o de genotipo silvestre. Este resultado sugiere que en animales adultos la expresión de 
Tie2 en células del linaje hematopoyético es inferior a la necesaria para dirigir niveles detectables de 
recombinación mediados por Cre, al menos con el modelo generado y descrito en esta memoria. 
 
2.2.7 Comparación con modelos transgénicos de recombinación inducible basados en Tie2 
 
Si bien, el modelo Tie2CreERT2 descrito en esta tesis es el primer sistema de recombinación 
inducible en el endotelio vascular sanguíneo generado mediante gene targeting, existen otros modelos 
generados previamente mediante transgénesis convencional. Dos de ellos utilizan secuencias 
reguladoras de expresión del gen Tie2 para dirigir la expresión de CreERT2: uno, ampliamente utilizado 
en la literatura, a partir del promotor y primer intrón de Tie2 (Forde et al., 2002) y otro, desarrollado en 
paralelo a este trabajo, en el que la secuencia codificante de la recombinasa se introdujo en el primer 
codón codificante (ATG) del gen Tie2 contenido en un BAC (Korhonen et al., 2009). La disponibilidad del 
primero de estos modelos en nuestro laboratorio nos ha permitido establecer una comparación directa de 
su inducibilidad y especificidad con el sistema knockin descrito en este trabajo. 
 
Con el objetivo de uniformizar al máximo las condiciones de inducción y análisis en la comparación 
de ambos modelos, se utilizaron animales hemicigotos y heterocigotos para los alelos transgénico 
Tg.Tie2-CreERT2 y knockin Tie2CreERT2, respectivamente, y heterocigotos para el alelo trazador 
Rosa26LSLlacZ. A todos ellos se les administró dieta con tamoxifeno durante cinco u ocho semanas 
consecutivas y se analizó el nivel de recombinación mediante tinción X-gal en criosecciones o en 
preparación completa (Figura 39). Los resultados obtenidos indican que nuestro modelo 
knockin induce la recombinación de manera más eficiente y con mayor especificidad por el 





y homogénea en todas las células en el endotelio vascular sanguíneo y la recombinación en el endotelio 
linfático es prácticamente indetectable. Por su parte, en el modelo transgénico los vasos sanguíneos 
presentan un alto grado de mosaicismo en cuanto a la expresión de β-galactosidasa y es frecuente la 
detección de vasos linfáticos positivos para dicho marcador.  
 
 
Por otra lado, previamente se ha descrito la ocurrencia de recombinación en la línea germinal de 
hembras que expresan Cre bajo secuencias promotoras y potenciadoras de Tie2 (de Lange et al., 2008). 
Por ello, se procedió a analizar si en el modelo knockin Tie2CreERT2 se producía dicho efecto tras la 
inducción con tamoxifeno. Obviamente, la ocurrencia de recombinación en la línea germinal limita 
sensiblemente las aplicaciones de modelos diseñados para la inducción de recombinación tejido-
específica, por lo que resulta fundamental comprobar si dicha situación es inherente a la expresión 






Para ello, hembras homocigotas 
para Tie2CreERT2 y Rosa26LSLlacZ tratadas 
con dieta con tamoxifeno durante ocho 
semanas consecutivas a partir del destete, 
fueron puestas en cruce con machos de 
genotipo silvestre. En consecuencia, toda 
la descendencia resulta heterocigota para 
los dos alelos knockin por herencia 
materna; en caso de existir recombinación 
en la línea germinal, algunas o todas las 
crías deberían heredar una versión 
recombinada y por tanto activa del alelo 
trazador y expresarían β-galactosidasa de 
forma constitutiva en todas las células de 
su organismo. Mediante tinción X-gal en 
preparación completa, se analizó la 
expresión de β-galactosidasa en el timo, 
corazón, pulmones y bazo de 18 crías procedentes de cuatro hembras sin que en ninguna de las crías 
analizadas se apreciara tinción azul (Figura 40). Así pues, puede concluirse que en el modelo Tie2CreERT2 
no existe expresión de la recombinasa en la línea germinal de la hembra. Dado que dicho modelo 
knockin reproduce el patrón de expresión endógeno de Tie2, resulta evidente que la actividad de las 
secuencias promotoras y potenciadoras de Tie2 en la línea germinal de las hembras no es una 
característica propia de dicho gen sino un efecto observado en algunas líneas transgénicas quizá debido 
a efectos posicionales asociados al sitio de integración del transgén. 
 
2.2.8 Visualización y análisis del desarrollo vascular de la retina 
 
La retina del ratón ha sido ampliamente utilizada en las últimas décadas como un modelo 
experimental para el estudio de la angiogénesis y actualmente constituye una herramienta potente y bien 
caracterizada para la investigación in vivo de los mecanismos que gobiernan la neovascularización 
fisiológica y patológica (Stahl et al., 2010). Al momento del nacimiento, las crías de ratón presentan una 
vasculatura retinal inmadura y persistencia de los vasos hialoideos. Estos últimos sufren una intensa 
regresión durante los primeros días postparto, al tiempo que se va formando la vasculatura intrarretinal 
definitiva, a lo largo de un proceso estrictamente regulado temporal y espacialmente que puede ser 
fácilmente observado y manipulado experimentalmente (Saint-Geniez and D'Amore, 2004; Stahl et al., 
2010). En este sentido, la disponibilidad de modelos genéticos que permitan modificar condicionalmente 
la expresión genética en el endotelio constituye un aporte relevante para el estudio de fenotipos 
vasculares durante la angiogénesis retinal. Por ello, se procedió a evaluar la capacidad del modelo 
Tie2CreERT2 para inducir recombinación en el endotelio vascular de la retina en animales portadores del 




2.2.8.1 Nueva herramienta para el estudio de fenotipos vasculares en la retina 
 
En función del momento seleccionado para analizar la vasculatura de la retina, distintos procesos 
de la neovascularización pueden ser estudiados. Así pues, la administración intragástrica de 50 µg de 
tamoxifeno durante los tres primeros días de vida permite inducir recombinación durante una ventana 
temporal en la que predominan los eventos de brotación angiogénica. Por su parte, la administración de 
100 µg de tamoxifeno, por la misma vía, durante los días cinco a ocho postparto, induce recombinación 
durante un período en el que la mayor parte de la vasculatura sufre procesos de remodelación y 
maduración (Pitulescu et al., 2010). 
 
Dichos protocolos de administración de tamoxifeno han sido ensayados en ratones homocigotos 
para los alelos Tie2CreERT2 y Rosa26LSLlacZ y ambos inducen marcada recombinación en la mayoría de las 
células endoteliales de la vasculatura en desarrollo. Mediante tinción X-gal de las retinas en preparación 
completa (ver apartado 2.4.2 de Materiales y Métodos), es posible distinguir con facilidad los detalles 
morfológicos de las redes en formación, la emisión de filopodios por parte de las células endoteliales que 
lideran la brotación y las nuevas interconexiones entre vasos adyacentes (Figura 41). Si se considera 
que, en cruce con modelos knockout condicionales, la mayoría de las células que expresan el marcador 
β-galactosidasa habrán perdido al mismo tiempo la actividad de un gen en particular, es predecible la 
potencialidad de este modelo para el análisis genético de los mecanismos de regulación angiogénica en 





2.2.8.2 Análisis de la expresión de Tie2 en la vasculatura de la retina 
 
Considerando que, de acuerdo a lo descrito en la literatura, Tie2 se expresa de forma constitutiva 
y a bajos niveles en la vasculatura quiescente y que es sobreexpresado en vasos que participan 
activamente en procesos de neovascularización (Augustin et al., 2009), resulta interesante analizar si 
dichas diferencias en los niveles de expresión se producen también durante el proceso de 
vascularización de la retina. Para ello, se analizaron las retinas de ratones adultos, portadores de los 
alelos Tie2CreERT2 y Rosa26LSLlacZ en homocigosis, tras la inducción de recombinación mediante diferentes 
protocolos de administración de tamoxifeno en el periodo perinatal y tras el destete. Así pues, varios 
animales fueron tratados con tamoxifeno siguiendo los protocolos para inducción perinatal (50 µg de P1 
a P3 ó 100 µg de P5 a P8), momento en el cual la vasculatura de la retina se está desarrollando y por 
ende la neovascularización es muy activa; por su parte, otro grupo de animales fue tratado con 
tamoxifeno en la dieta durante ocho semanas consecutivas a partir del destete, momento en el cual la 
vasculatura de la retina se encuentra totalmente establecida y en consecuencia la mayoría del endotelio 
se encontrará en quiescencia. Mediante tinción X-gal en preparación completa se comparó el nivel de 
expresión de β-galactosidasa en la vasculatura de la retina en estas condiciones (Figura 42). 
 
Los resultados obtenidos reflejan que la expresión de Tie2 en la vasculatura de la retina es mayor 
durante los primeros tres días después del nacimiento, momento en el cual los eventos de 
neovascularización son especialmente frecuentes y abundantes. Así pues, las retinas de los animales 
que fueron sometidos a dicho protocolo de inducción reflejan el mayor grado de tinción positiva para β-
galactosidasa en el endotelio vascular de arterias y venas. Por su parte, la inducción durante P5 a P8 
evidencia que la expresión de Tie2 durante dicho período continúa siendo alta, en concordancia con la 
participación de Tie2 en los procesos de maduración vascular (Augustin et al., 2009; Kidoya et al., 2008); 
sin embargo, durante dicho período la expresión de Tie2 disminuye en el endotelio vascular del 
compartimento venoso en comparación con la expresión existente durante P1 a P3. Finalmente, la 
inducción con dieta tamoxifeno durante ocho semanas consecutivas no es capaz de inducir niveles de 
recombinación comparables a aquellos conseguidos con la administración perinatal de tamoxifeno. Así 
pues, los niveles de expresión de Tie2 en la vasculatura quiescente de la retina son bastante menores 
que los detectados durante la primera semana de desarrollo postnatal.  
 
En sentido general, la expresión de Tie2 en la vasculatura de la retina es más homogénea y 
notoria durante los primeros días del desarrollo postnatal (P1 a P3), probablemente asociada al alto nivel 
de neovascularización en este órgano. A medida que la red vascular primitiva se establece y comienza a 
madurar, existe una disminución en la expresión de Tie2 en el endotelio vascular del compartimento 
venoso. Una vez establecida la red vascular madura, la expresión de Tie2 es menor y se limita 
fundamentalmente a los capilares con escasa o nula expresión en arterias y venas.  
 
Dado que la vasculatura de la retina del ratón se desarrolla íntegramente a partir del nacimiento, 





desde etapas tempranas del desarrollo embrionario, o bien si la diferenciación y consecuente adquisición 
del fenotipo endotelial (que incluye, entre otras características, la expresión de Tie2) se adquiere en un 
momento posterior, por ejemplo durante las etapas previas al nacimiento o directamente durante el 
desarrollo postnatal. Para ello se analizó, mediante tinción X-gal en preparación completa, la retina de 
ratones adultos que habían sido tratados con tamoxifeno durante el desarrollo embrionario 
(administración de 5 mg de tamoxifeno a hembras gestantes a E10.5). Los resultados obtenidos (Figura 
43) reflejan que a E10.5 las células que darán origen al endotelio de la vasculatura de la retina ya han 
adquirido un compromiso por el fenotipo endotelial, a juzgar por sus altos niveles de expresión de Tie2, 





desarrollo embrionario y la consecuente expresión de β-galactosidasa en todos los vasos sanguíneos de 
la retina. La uniformidad en la expresión de dicho marcador en arterias y venas refleja el origen común 
de dichas estructuras y descarta que las variaciones detectadas entre ellas, utilizando otros protocolos 
de inducción, se deban a una distinta habilidad del endotelio vascular arterial o venoso para expresar la 
β-galactosidasa. Estoy apoya que la red vascular de la retina se forma fundamentalmente por 
angiogénesis a partir de un primordio vascular ya existente al nacimiento y formado por células que han 
adquirido un fenotipo endotelial desde el desarrollo embrionario temprano. 
 
3. Inactivación inducible de c-Met en el endotelio vascular sanguíneo 
 
El objetivo fundamental de la creación del modelo murino Tie2CreERT2 es el desarrollo de una 
herramienta capaz de dirigir alteraciones genéticas específicamente en las células endoteliales de los 
vasos sanguíneos. De esta forma es posible el análisis genético de los mecanismos de regulación 
molecular que gobiernan el desarrollo del sistema circulatorio y su participación en la respuesta a 
demandas fisiológicas o en la patogenia de diversas enfermedades.  
 
La ruta de señalización mediada por el receptor tirosina quinasa c-Met ha sido ampliamente 
asociada a la capacidad angiogénica durante la vascularización tumoral y a la capacidad metastática de 




mediada por efectos celulares autónomos en el 
endotelio vascular. Con el objetivo de analizar in 
vivo la función específica de c-Met en la 
transmisión de señales intracelulares en las 
células endoteliales, el modelo Tie2CreERT2 se cruzó 
con una línea knockout condicional de c-Met (c-
Metfl) en la que el exón 16 del gen c-Met, que 
codifica para el dominio de unión a ATP en la 
región intracelular del receptor, se encuentra 
flanqueado por sitios loxP (Huh et al., 2004). Así 
pues, la recombinación mediada por Cre genera 
una forma del receptor incapaz de utilizar el ATP, 
anulando su actividad tirosina quinasa y por tanto 
su función en la señalización intracelular mediada 
por fosforilación (Figura 44).  
 
Tras varias series de cruce entre ratones Tie2CreERT2; Rosa26LSLlacZ y aquellos portadores del alelo 
knockout condicional de c-Met (c-Metfl), se seleccionaron animales que permiten el mantenimiento de la 
línea mediante cruces entre machos homocigotos para los tres alelos y hembras homocigotas para los 
alelos Tie2CreERT2; Rosa26LSLlacZ y heterocigotas para c-Metfl. De esta forma, en cada camada se obtiene 
una proporción similar de ratones homocigotos y heterocigotos para c-Metfl al tiempo que los alelos 
Tie2CreERT2 y Rosa26LSLlacZ se conservan en homocigosis. La administración de tamoxifeno a los animales 
homocigotos para c-Metfl induce la inactivación específica del receptor en las células que expresan Tie2 
(c-MetΔTie2), además de inducir la expresión del marcador β-galactosidasa en el locus Rosa26. Por su 
parte, la recombinación de un único alelo de c-Met (c-Met+/Δ) no impide la actividad normal de dicho 
receptor (Bladt et al., 1995), por lo que dichos animales se comportan como ratones de genotipo silvestre 
y por tanto se utilizan como control en todos los experimentos.  
 
Dadas las diferencias existentes en la facilidad con la que recombinan distintos locus (Vooijs et al., 
2001), y con el objeto de poder estimar el nivel de recombinación en c-Met mediante seguimiento de la 
expresión de β-galactosidasa en nuestro modelo, es importante comprobar que la eficiencia de 
recombinación para c-Met y Rosa26 es comparable. Para ello, mediante Southern Blot se analizó la 
abundancia relativa de los alelos recombinados respecto a aquellos sin escindir en muestras de varios 
órganos de animales homocigotos para Tie2CreERT2, Rosa26LSLlacZ y c-Metfl tratados con tamoxifeno en la 
dieta durante ocho semanas. Como puede observarse en la figura 45, la frecuencia de recombinación 
para ambos locus es prácticamente la misma por lo que puede asumirse que las células positivas para β-







3.1 Inactivación de c-Met durante el desarrollo embrionario 
 
La ablación de la ruta de señalización mediada por HGF/c-Met mediante el uso de ratones 
knockout constitutivos para HGF o c-Met provoca letalidad embrionaria alrededor de E16.5 debido a 
múltiples alteraciones sistémicas (Maina et al., 1996; Maina et al., 1997; Maina et al., 2001; Schmidt et 
al., 1995).  Sin embargo, hasta la fecha no se ha abordado la importancia de dicha via de señalización  
en el desarrollo y función de las células endoteliales in vivo mediante modelos knockout condicionales. 
Así pues, el primer objetivo planteado consistió en comprobar si la inactivación de c-Met específicamente 
en el endotelio vascular sanguíneo, provoca un fenotipo detectable durante el desarrollo embrionario. 
Para ello, se establecieron cruces entre hembras heterocigotas y machos homocigotos para el alelo c-
Metfl, siendo todos ellos homocigotos para los alelos Tie2CreERT2 y Rosa26LSLlacZ, y se administró a las 




destacar que todas las hembras 
tratadas fueron heterocigotas para el 
alelo c-Metfl con el fin de evitar la 
inactivación materna de c-Met y 
restringirla exclusivamente a los 
embriones homocigotos para dicho 
alelo.  
 
Inicialmente se evaluó la 
viabilidad de los embriones c-MetΔTie2 
(aquellos que, al ser homocigotos para 
el alelo c-Metfl, pierden la señalización 
de c-Met en las células que expresen 
Tie2) y c-Met+/Δ (aquellos que, al ser 
heterocigotos para el alelo c-Metfl, 
conservan una copia funcional de c-Met) en diferentes momentos del desarrollo embrionario (E13.5, 
E16.5 y E19.5). El análisis de la viabilidad embrionaria (ver Tabla 4) refleja que no existen diferencias 
significativas (p = 0.7895) en la supervivencia de los embriones c-MetΔTie2 respecto a sus hermanos de 
camada c-Met+/Δ. Tampoco es posible detectar ningún defecto macroscópico en los embriones y la 
tinción X-gal en preparación completa (Figura 46) refleja que el patrón y los niveles de recombinación 





Un análisis histológico más pormenorizado permite concluir que la abundancia relativa de 
estructuras vasculares positivas para β-galactosidasa es indistinguible entre ratones c-MetΔTie2 y c-Met+/Δ 
(Figura 47) y que en los primeros no se aprecian deficiencias o alteraciones en la vascularización de los 
órganos analizados (corazón, pulmón, hígado y riñón). 
 
A continuación, se procedió al análisis de la vasculatura en animales adultos, de 12 semanas de 
edad, en los que se inactivó c-Met durante el desarrollo embrionario (5 mg de tamoxifeno a E10.5). Al 
aumentar el tiempo transcurrido entre la inducción de recombinación y el análisis fenotípico, se 
incrementa la posibilidad de que se manifiesten las posibles alteraciones asociadas a la deficiencia de c-
Met. Sin embargo, incluso siguiendo esta estrategia no fue posible detectar diferencias en la 
vascularización de los principales órganos de animales c-MetΔTie2 y c-Met+/Δ (Figura 48). Igualmente, la 
abundancia relativa de estructuras vasculares positivas para β-galactosidasa en los órganos analizados 
es la misma en animales de ambos genotipos, lo cual sugiere que la deficiencia de c-Met no afecta la 
capacidad contributiva de las células endoteliales a la neovascularización fisiológica. Así pues, el 
porcentaje de células CD31+ que expresan β-galactosidasa, es del 70,72% en los animales c-Met+/Δ y del 




3.2 Inactivación de c-Met en el endotelio vascular de animales adultos 
 
Adicionalmente se evaluó la importancia de la vía de señalización de HGF/c-Met en el endotelio 
vascular sanguíneo en animales adultos. Dado que en la edad adulta la mayoría de las células 
endoteliales son quiescentes, el análisis del rol de c-Met se realizó tras someter a los animales a 
diferentes desafíos de carácter fisiológico o patológico para inducir neovascularización. 
 
3.2.1 c-Met en neovascularización asociada a procesos fisiológicos: fertilidad, gestación 
y lactación 
 
La mayoría de los escasos eventos fisiológicos en los que la neovascularización juega un papel 
relevante en los animales adultos están asociados a la fertilidad, la gestación y la lactación. Así pues, 
intensos procesos de angiogénesis tienen lugar durante el desarrollo folicular y la generación del cuerpo 
lúteo, la preparación del endometrio uterino para la implantación, la formación de la placenta y la 
galactogénesis (Clapp et al., 2009; Groothuis, 2005). De todos ellos, la implantación y la placentación 
son los momentos en que ocurren los cambios fisiológicos más dramáticos en la vasculatura del tracto 
reproductivo. Por ello, el primer escenario en el que se evaluó la relevancia de c-Met en la función del 
endotelio vascular fue durante el establecimiento y progreso de la gestación. 
 
Para ello, hembras homocigotas para Tie2CreERT2; Rosa26LSLlacZ y homocigotas o heterocigotas 
para c-Metfl fueron tratadas con tamoxifeno durante ocho semanas consecutivas a partir del destete. Una 
vez completado el tratamiento con tamoxifeno las hembras recibieron dieta habitual durante cuatro 
semanas antes de ser puestas en cruce con machos de genotipo silvestre. A partir de dicho momento se 
registró la fecha de presentación de tapón vaginal de cada hembra y se realizó un seguimiento del 
progreso de la gestación. Una vez llegado el alumbramiento se registró la cantidad de crías nacidas en 
cada camada y la capacidad de las hembras para alimentar adecuadamente a sus crías. De esta 
manera, la comparación entre hembras c-MetΔTie2 y c-Met+/Δ permite evaluar si la ausencia de la 
señalización de c-Met en el endotelio vascular sanguíneo compromete de alguna manera: a) la 
normalidad de la función ovárica durante el ciclo estral y la gestación (capacidad de ovulación y por tanto 
de concepción y formación del cuerpo lúteo para el mantenimiento de la gravidez); b) la correcta 
adecuación del endometrio a la implantación y placentación (progreso de la gestación y cantidad de crías 
nacidas vivas); y c) la eficiente producción de leche durante la lactación (crecimiento adecuado de las 
crías y supervivencia al destete). 
 
Los resultados obtenidos se 
resumen en la tabla 5 y evidencian que 
no existen diferencias estadísticamente 
significativas entre hembras c-MetΔTie2 y c-





evaluados. Por su parte, la tinción X-gal o la inmunodetección de β-galactosidasa en ovario, útero y 
glándula mamaria (Figura 49) revela que la recombinación inducida en la vasculatura de dichos órganos 
afecta a la mayoría de las células endoteliales. Así pues, puede concluirse que la inactivación de c-Met 
en el endotelio vascular sanguíneo no es impedimento para la adecuada neovascularización fisiológica 
de los órganos reproductivos de la hembra durante la fecundación, gestación y lactación.  
 
 
3.2.2 c-Met  en neovascularización inducida en procesos patológicos experimentales 
 
Una vez descartada la indispensabilidad de la señalización mediada por c-Met en el endotelio 
durante la angiogénesis fisiológica, se procedió a analizar su importancia en el control de la 
neovascularización asociada a eventos patológicos inducidos experimentalmente. De particular interés 
resulta su participación en la angiogénesis asociada a la regeneración tisular, la inflamación y la 
progresión tumoral. 
 
3.2.2.1 Relevancia de c-Met endotelial en la cicatrización de heridas 
 
La cicatrización de heridas es un modelo comúnmente utilizado para el análisis de eventos 
asociados a la angiogénesis y para el estudio de los mecanismos moleculares que regulan la formación y 
remodelación de estructuras vasculares (Eming et al., 2007). Durante la regeneración tisular los brotes 
de los capilares angiogénicos invaden el coágulo rico en fibrina y fibronectina y en pocos días se 
organizan en una red microvascular a lo largo del tejido de granulación (Tonnesen et al., 2000). Así pues, 
la angiogénesis juega un rol fundamental en la recuperación de la estructura y funcionalidad tisular. 
Tradicionalmente, la cicatrización de heridas se ha dividido para su estudio en tres fases: inflamatoria, 
proliferativa y de remodelación y en todas ellas los vasos sanguíneos y las células endoteliales juegan un 
papel relevante (Yamaguchi and Yoshikawa, 2001). 
 
Con el objetivo de analizar la relevancia de la vía de señalización mediada por c-Met en las células 
endoteliales durante la neovascularización asociada a la cicatrización de heridas cutáneas, se procedió a 
generar heridas de escisión completa en ratones homocigotos para los alelos Tie2CreERT2, c-Metfl, 
Rosa26LSLlacZ (c-MetΔTie2) y hermanos de camada con igual genotipo pero heterocigotos para c-Metfl (c-




heridas, de ocho milímetros 
de diámetro, se realizaron en 
el dorso de los animales (día 
0) y a partir de ese momento 
se monitorizó el tamaño de 
las heridas para definir la 
cinética del proceso de 
cicatrización (Figura 50). A 
pesar de existir ligeras 
diferencias en la cinética de 
cicatrización entre animales 
c-MetΔTie2 y c-Met+/Δ en ningún 
caso éstas son 
estadísticamente significati-
vas; así pues, la velocidad de 
cicatrización no se ve 
afectada por la pérdida de la 
actividad de c-Met en las 
células endoteliales. 
 
Diez días después de 
la generación de las heridas,  
los animales fueron 
sacrificados y se tomaron 
muestras de la piel con 
especial atención a la zona 
de cicatrización. Mediante 
análisis histológico de 
secciones teñidas con 
hematoxilia y eosina (HE) se determinó el grado de cicatrización alcanzado en función de la re-
epitelización de la herida y la recuperación de la integridad del panículo carnoso (capa subcutánea de 
musculatura estriada que se inserta en la dermis). En concordancia con los resultados obtenidos durante 
el análisis de la cinética de cicatrización, no se detectan diferencias estadísticamente significativas en el 
grado de re-epitelización ni en la distancia que separa ambos bordes del panículo carnoso (Figura 51). 
 
Dado que en nuestro modelo la ablación de la ruta de señalización de c-Met se limita 
exclusivamente al endotelio vascular sanguíneo, y que existen reportes previos que sugieren una función 
de dicho receptor en la regulación del crecimiento y la movilidad de las células endoteliales (Bussolino et 
al., 1992; Ding et al., 2003), el fenotipo más predecible en el proceso de cicatrización debería estar 






posibilidad, se analizó el grado de vascularización del tejido de granulación mediante 
inmunohistoquímica para CD31 (Figura 52 A) y se cuantificó la abundancia relativa de los vasos CD31+ 
(Figura 52 B). Si bien existe una ligera diferencia en el grado de vascularización del tejido de 
granulación, siendo éste mayor en los animales c-Met+/Δ (7.07 vs. 5.42%), la misma no es 
estadísticamente significativa (p=0.3938). Adicionalmente se evaluó si existe diferencia en el tamaño de 
los vasos presentes en el tejido de granulación (Figura 52 C), sin embargo el área promedio individual de 
los vasos positivos para CD31 es indistinguible entre ratones c-MetΔTie2 y c-Met+/Δ (p=0.6761). 
 
Finalmente, se evaluó el grado de recombinación del endotelio vascular en el tejido de granulación 
mediante inmunodetección de β-galactosidasa (Figura 53). En este caso cabría esperar que en los 
animales c-MetΔTie2 las células endoteliales positivas para β-galactosidasa contribuyesen en menor 
medida a la formación de nuevos vasos siempre que c-Met tuviera alguna relevancia en su capacidad 
proliferativa o migratoria. Sin embargo, la abundancia relativa de estructuras vasculares que expresan β-
galactosidasa en el tejido de granulación es indistinguible entre ratones c-MetΔTie2 y c-Met+/Δ. Así pues,  
puede concluirse que la ruta de señalización mediada por c-Met no es indispensable para la correcta 











trización de heridas, la 
movilización e infiltra-
ción de células infla-
matorias juega un 
papel relevante en la 
producción de citoqui-
nas y la modulación 
del proceso de 
regeneración tisular 
(Lingen, 2001). Dado que las células endoteliales participan activamente en el reclutamiento y 
extravasación de células inflamatorias (Cook-Mills and Deem, 2005) y que existen evidencias que 
apuntan a la contribución de c-Met en el control de las funciones de barrera del endotelio vascular (Liu et 
al., 2002) se procedió a analizar si existían diferencias en la infiltración de células inflamatorias durante la 
cicatrización de heridas en animales c-MetΔTie2 y c-Met+/Δ.  
 
Para ello se realizaron heridas de cuatro milímetros de diámetro en el dorso de ratones de los 
genotipos antes indicados y sometidos a tratamiento con tamoxifeno en la dieta durante ocho semanas. 
Un primer grupo de animales fue sacrificado dos días después de realizar las heridas, momento en el 
que la infiltración de neutrófilos alcanza valores máximos (Tomlinson and Ferguson, 2003). La 
identificación de los neutrófilos en las secciones tisulares se realizó mediante inmunodetección con 
anticuerpo anti-mieloperoxidasa (MPO) y a partir de ellas se cuantificó el grado de infiltración neutrofílica 
(Figura 54). Los resultados obtenidos sugieren una ligera diferencia en la infiltración neutrofílica siendo 





Adicionalmente, otro grupo de ratones fue sacrificado cinco días después de realizar las heridas, 
momento en el que la infiltración de macrófagos alcanza valores máximos (Tomlinson and Ferguson, 
2003). La identificación de los macrófagos en las secciones tisulares se realizó mediante 
inmunodetección con el factor F4/80 (Figura 55). Las diferencias en el porcentaje que representa el área 
ocupada por macrófagos positivos para F4/80 respecto al área total del tejido de granulación no son 
estadísticamente significativas por lo que puede concluirse que la señalización mediada por c-Met en el 
endotelio vascular no juega un papel indispensable en la regulación del reclutamiento y extravasación de 
dicha población celular en el contexto de la cicatrización y regeneración tisular. 
 
3.2.2.2 Relevancia de c-Met endotelial en la reacción de hipersensibilidad por contacto 
 
La reacción retardada de hipersensibilidad por contacto es un modelo comúnmente utilizado para 
el estudio de enfermedades inflamatorias crónicas ya que, al igual que éstas, es iniciada por la presencia 
de un antígeno y se perpetúa en el tiempo mediante la acción de células T con reactividad específica 
para dicho antígeno (Staite et al., 1996). El mecanismo de la reacción de hipersensibilidad por contacto 
comprende dos fases distintas: sensibilización y desencadenamiento o elicitación. Durante la primera el 
alérgeno inactivo (hapteno) se une covalentemente a proteínas de la piel y forman un complejo que es 
presentado a las células T por medio de las células dendríticas. El desencadenamiento se da tras una 
segunda presentación del hapteno que induce la activación específica de los linfocitos T de memoria y su 
reclutamiento al sitio de contacto (Keough et al., 2010). A continuación, las células T producen citoquinas 
proinflamatorias como TNF-α, IFN-γ, IL-1 e IL-6 que dirigen el reclutamiento de células de linaje mieloide, 
fundamentalmente neutrófilos y macrófagos, cuya infiltración alcanza cotas máximas 24-48 horas 






Por otra parte, HGF, el único ligando conocido del receptor c-Met, ha sido asociado a la adhesión 
y migración de células T en los tejidos, proceso que depende de una cascada de interacciones con el 
endotelio; en particular, HGF induce la migración preferencial de linfocitos T de memoria (Adams et al., 
1994). Así pues, resulta interesante analizar si existe algún defecto en la respuesta inflamatoria inducida 
mediante una reacción de hipersensibilidad por contacto en animales que carecen de la vía de 
señalización mediada por c-Met específicamente en el endotelio vascular. 
 
Para ello ratones homocigotos para los alelos Tie2CreERT2, c-Metfl, Rosa26LSLlacZ (c-MetΔTie2) y 
hermanos de camada heterocigotos para c-Metfl (c-Met+/Δ), todos ellos tratados con tamoxifeno en la 
dieta durante ocho semanas a partir del destete, recibieron una aplicación tópica de 50 μL de oxazolona 
al 2% en el abdomen (sensibilización). El desencadenamiento de la reacción de hipersensibilidad se 
realizó seis días después, mediante aplicación tópica de 20 μL de oxazolona al 1% en las caras interna y 
externa de la oreja izquierda de cada animal, mientras que en la oreja derecha (control negativo) se 
aplicó únicamente el vehículo. 
 
Inicialmente se evaluó el grado de inflamación inducido (%) en los tres días siguientes a la 
segunda aplicación de oxazolona mediante medición del grosor de la oreja y comparación con el grosor 
antes de la inducción (Figura 56 A). En ambos genotipos estudiados el punto máximo de inflamación se 
alcanza 48 horas después de iniciado el proceso y la resolución del mismo comienza a las 72 horas. Los 
resultados obtenidos no reflejan ninguna diferencia sustancial en el porcentaje de inflamación 
desencadenado entre ratones c-MetΔTie2 y c-Met+/Δ. Adicionalmente, mediante análisis histológico de 
secciones de las orejas a diferentes tiempos se comprueba que no existen diferencias cualitativas 
reseñables en la apariencia general de las mismas (Figura 56 B). 
 
A continuación se analizó la abundancia de macrófagos en el infiltrado inflamatorio en el punto 




factor F4/80 (Figura 57 A) y se cuantificó el porcentaje que representan los mismos respecto al área total 
(Figura 57 B). Los resultados obtenidos reflejan que no existen diferencias estadísticamente significativas 
en la infiltración macrofágica durante la reacción de hipersensibilidad por contacto. Dado que, tanto la 
respuesta inflamatoria como la infiltración de macrófagos depende en primera instancia del reclutamiento 
y activación de células T de memoria, los resultados obtenidos sugieren que la ruta de señalización 
mediada por c-Met en las células endoteliales no es fundamental en la regulación de la respuesta de 
estas células ni en los mecanismos ulteriores que determinan el nivel de inflamación y la extravasación 
de células inflamatorias de linaje mieloide. 
 
3.2.2.3 Relevancia de c-Met endotelial en un modelo de carcinogénesis de piel 
 
La relevancia de c-Met en el desarrollo del cáncer y la invasión metastásica ha sido ampliamente 
documentada en la literatura científica (Boccaccio and Comoglio, 2006; Gentile et al., 2008; Lesko and 
Majka, 2008; Ma et al., 2008); adicionalmente, varias publicaciones hacen referencia a su participación 
directa en el control de la angiogénesis tumoral (Dong et al., 2004; Gotte et al., 2007; Kuhnen et al., 
2003; Zhang et al., 2003). De hecho, se han desarrollado potenciales fármacos que mediante la 
inhibición de la señalización a través del eje HGF/c-Met consiguen disminuir el crecimiento tumoral a 
través de la regulación de la neovascularización del tumor, entre otros procesos (Liu et al., 2010; Puri et 
al., 2007; Suzuki et al., 2010; Wang et al., 2010; You and McDonald, 2008). Por otra parte, c-Met ha sido 
asociado a mecanismos de resistencia a inhibidores de mediadores celulares que constituyen dianas de 
interés en el tratamiento del cáncer (Nakachi et al., 2010; Shojaei et al., 2010). Así pues, la vía de 
señalización mediada por c-Met constituye un sistema de control morfogenético de gran interés en la 
patogenia carcinogénica y en particular en la neovascularización tumoral, por lo que estudiar sus 
funciones específicas en el endotelio vascular durante el proceso de carcinogénesis resulta de suma 
importancia. 
 
Con el objetivo de abordar la relevancia de la ruta de señalización mediada por c-Met en el 





alelos Tie2CreERT2, c-Metfl, Rosa26LSLlacZ (c-MetΔTie2) y hermanos de camada heterocigotos para c-Metfl (c-
Met+/Δ), todos ellos tratados con tamoxifeno en la dieta durante ocho semanas a partir del destete, fueron 
sometidos a un protocolo de carcinogénesis química inducido por tratamiento tópico con DMBA/TPA. 
Dicho modelo experimental ha sido ampliamente utilizado para el estudio secuencial de la iniciación, 
promoción y progresión tumoral en la piel del ratón. Se basa en la aplicación tópica de un agente 
mutágeno (7,12 dimetilbenzo[a]antraceno, DMBA) seguido por la aplicación repetida de un agente 
promotor (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato, TPA) que resulta en la formación de múltiples tumores 
benignos denominados papilomas, de los cuales el 5-10% sufren conversión maligna a carcinomas que 
posteriormente tienen la capacidad de convertirse en tumores más agresivos que deriven en metástasis 
(Curran, 2001). 
 
El análisis de la progresión tumoral en ratones c-MetΔTie2 y c-Met+/Δ (Figura 58 A) evidencia que no 
existen diferencias estadísticamente significativas en el número de papilomas o en el tamaño de los 
mismos a lo largo de las 22 semanas de tratamiento. Un análisis conjunto de ambas variables, mediante 
la asignación de un sistema de puntuación basado en el tamaño de las lesiones (Figura 58 B y apartado 




similar, sin diferencias 
reseñables. Igualmente, la 
inspección macroscópica de las 
lesiones (Figura 58 C) no 
permite identificar diferencias 
sustan-ciales en su aspecto 
general. El ensayo tuvo que ser 
interrumpido en la semana 22 
de tratamiento debido a 
criterios humanitarios de punto 
final asociados a la mala 
condición general de numero-
sos animales de ambos 
genotipos. 
 
Tras el sacrificio de los 
animales se tomaron muestras 
de las lesiones más 
representativas de cada animal 
y se procesaron para su 
análisis histológico. La 
inspección microscópica de las 
mismas permite concluir que no 
existen diferencias significativas 
entre los genotipos y que la 
progresión maligna (conversión a carcinomas epidermoides microinfiltrantes) se limita a un 2.22% de los 
animales de genotipo c-Met+/Δ y al 3% de aquellos de genotipo c-MetΔTie2. En sentido general las lesiones 
se caracterizan por presentar hiperplasia epitelial con hiperqueratosis, es frecuente la aparición de 
ulceraciones e inflamación de la dermis así como el desarrollo de hiperplasia de las glándulas sebáceas 
y necrosis en capa basal de la dermis (Figura 59). 
 
Por otra parte, la inspección histológica de las lesiones tumorales sugiere que el grado de 
vascularización de las mismas es muy similar entre animales c-MetΔTie2 y c-Met+/Δ. De hecho, la estrecha 
similitud en la prevalencia y capacidad de crecimiento de los papilomas en ratones de ambos genotipos, 
sugiere que no existen defectos relevantes en el aporte nutricional asociado al desarrollo de la 
vasculatura tumoral. Con el objetivo de constatar que en los animales c-MetΔTie2 las células endoteliales 
recombinadas son capaces de contribuir efectivamente al desarrollo de la vasculatura tumoral, se 
procedió a comparar secciones consecutivas de lesiones tumorales mediante inmunodetección de CD31 
y β-galactosidasa. Los resultados obtenidos (Figura 60) evidencian que prácticamente todas las células 





pues, puede concluirse que la ablación de la actividad de c-Met en el endotelio vascular no impide la 
contribución de las células endoteliales a la neovascularización tumoral en el marco de un modelo de 




4. Generación de un modelo trazador de la actividad de Cre basado en la 
expresión de la proteína roja fluroescente Katushka (Tg.CAG-LSL-
Katushka) 
 
Una segunda parte de este trabajo consiste en la generación y caracterización de una línea 
trazadora de la actividad de Cre para la monitorización de eventos de recombinación mediante técnicas 
de imagen molecular, que suponga una mejora respecto a otras líneas ya existentes. En el contexto de la 
recombinación mediada por Cre en la vasculatura (inducida por el modelo Tie2CreERT2) esta línea debería 
permitir la visualización de los vasos sanguíneos mediante técnicas de adquisición de fluorsecencia; 
dicho criterio es extrapolable a otros modelos de expresión ubicua o tejido-específica de la recombinasa 
Cre. Katushka es una proteína fluorescente con emisión en el rojo lejano generada mediante 
mutagénesis a partir de una proteína fluorescente de la anémona de mar Entacmaea quadricolor 
(Shcherbo et al., 2007). Se caracteriza por ser una de las proteínas fluorscentes más brillantes con 
emisión de fluorescencia superior a 620 nm y por ello es una de las proteínas mas apropiadas para la 
visualización de procesos biológicos in vivo (Deliolanis et al., 2008). Es importante destacar que este 
modelo trazador constituye el primer modelo murino transgénico con expresión de Katushka.  
 
4.1 Construcción del transgén y validación in vitro  
 
El primer paso para la generación de esta nueva línea trazadora de la actividad de Cre consistió 
en la construcción de un ADN plasmídico (pCAG-LSL-Katushka) portador del transgén (Dieguez-Hurtado 
et al., 2011). El transgén está conformado por el promotor híbrido CAG, compuesto a su vez por la 
secuencia potenciadora inmediata 
temprana (immediate early enhancer 
sequence) de citomegalovirus y el 
promotor modificado de la β-actina de 
pollo (Niwa et al., 1991), una secuencia de 
parada de transcripción (secuencia STOP) 
flanqueada por sitios loxP, y justo a 
continuación la secuencia codificante de 
la proteína fluorescente Katushka y la 
señal de poliadenilación de la β-globina 
de conejo. Así pues, en esta construcción 
la expresión de Katushka es dirigida por el 
promotor ubicuo CAG siempre y cuando la 
secuencia de parada de transcripción sea 
eliminada mediante recombinación 






La primera evaluación de la expresión de Katushka a partir de esta construcción se realizó in vitro 
mediante la transfección del plásmido portador de la misma en dos tipos celulares distintos: células ES 
de ratón y células H460 de carcinoma de pulmón. El plásmido se co-transfectó con el vector CMV-
NLSCre (que dirige la expresión constitutiva de la recombinasa Cre precedida de una secuencia de 
localización nuclear). Como control se utilizaron células transfectadas únicamente con el ADN plasmídico 
portador del alelo trazador de la actividad de Cre. Mediante análisis por citometría de flujo se determinó 
que ninguna de las células transfectadas exclusivamente con el plásmido pCAG-LSL-Katushka 
expresaba niveles detectables de la proteína fluorescente roja. Por su parte, tanto en las células ES 
como en las H460 co-transfectadas con ambos vectores, fue posible detectar poblaciones celulares 
positivas para la expresión de Katushka, lo que confirma el carácter ubicuo del promotor CAG y la 






4.2 Generación de ratones transgénicos 
 
Tras haber validado in vitro que Katushka se expresa eficientemente en células eucariotas y que 
su expresión es estrictamente dependiente de la recombinación mediada por Cre, se procedió a generar 
ratones transgénicos mediante la inyección del transgén en el pronúcleo de oocitos fertilizados (ver 
apartado 4.1 de Materiales y Métodos). Los oocitos inyectados se transfirieron a hembras receptoras que 
llevaron la gestación a término y dieron a luz camadas en las que se detectó la existencia de seis 
animales transgénicos mediante genotipado por PCR (Tabla 6). Dichos ratones constituyen los 
fundadores potenciales de la línea transgénica, sin embargo cada uno de ellos puede tener un número 
variable de copias del transgén, distintos sitios de integración del mismo y/o diferencias en el número de 
eventos de integración, así como diverso grado de mosaicismo. Todas estas variables pueden afectar al 
patrón de expresión de Katushka o a la eficiencia de la recombinación mediada por Cre.  
 
4.3 Caracterización de la integración del transgén y análisis de la transmisión en 
línea germinal 
 
De los seis ratones generados portadores del transgén, únicamente tres fundadores (No. 3, 10 y 
13) portaban el alelo transgénico en la línea germinal, siendo capaces de transmitirlo a su descendencia. 
Mediante Southern Blot (ver apartado 4.3 de Materiales y Métodos y Figura 63 A) se realizó un análisis 
de la cantidad de copias del transgén integradas en tándem (Figura 63 B) y del número de eventos de 
integración (Figura 63 C) en cada fundador. Así pues, se estableció que todos los fundadores poseían 
dos o más copias del transgén integradas en tándem y dos de ellos presentaban eventos únicos de 
integración. La presencia de más de un evento de integración puede inducir modificaciones en el patrón 
de expresión a lo largo de distintas generaciones, debido a posibles efectos de segregación durante la 
recombinación cromosómica; por ello se decidió continuar la caracterización de aquellos fundadores con 
un único evento de integración. En esta tesis se detalla la caracterización de la línea establecida a partir 







Para el establecimiento de la línea, el ratón fundador se cruzó con animales de genotipo silvestre y 
fondo genético C57BL/6J-Tyr(C-2J)/J. La descendencia fue genotipada por PCR (ver apartado 4.2 de 
Materiales y Métodos) mediante oligonucleótidos que reconocen la secuencia de Katushka y la señal de 
poliadenilación. La transmisión del transgén se rige por las reglas de herencia mendelianas y su 
presencia en ningún caso genera alteraciones detectables. 
 
5. Caracterización del modelo Tg.CAG-LSL-Katushka 
 
5.1 Cruce con un modelo inductor de recombinación ubicua 
 
El primer elemento de la caracterización consistió en comprobar si, in vivo, la recombinación 
mediada por Cre y la consiguiente expresión de Katushka es eficiente en todos los tipos celulares. 
Además, dado que éste es el primer ratón transgénico descrito que expresa la proteína fluorescente 
Katushka, resultaba importante valorar si la expresión generalizada de dicha proteína es compatible con 
todas las etapas del desarrollo del ratón. Para ello se procedió a cruzar ratones del modelo Tg.CAG-LSL-
Katushka con animales de la línea Tg.CMV-Cre (Zinyk et al., 1998), en la que el promotor de 
citomegalovirus (CMV) dirige de forma constitutiva y ubicua la expresión de Cre.  
 
Una vez establecidos los cruces se genotipó la descendencia y se analizó mediante Southern Blot 
de ADN de biopsias de cola el nivel de recombinación inducido en ratones dobles transgénicos (Figura 





trazador en el tejido analizado, mientras que en ausencia de Cre se conserva intacta la estructura 
original del transgén. Al mismo tiempo se analizó la emisión de fluorescencia en crías dobles 
transgénicas mediante observación directa en un estereoscopio de fluorescencia. La expresión de 
Katushka es claramente detectable en la piel de crías dobles transgénicas mediante adquisición de 
fluorescencia roja, al tiempo que las crías que no expresan Cre son visibles únicamente en la imagen de 
campo claro (Figura 65). Estos resultados ponen de manifiesto que in vivo el sistema conserva su 
dependencia y sensibilidad por la actividad de Cre y que el promotor híbrido CAG es capaz de dirigir la 
expresión generalizada de Katushka sin la aparición de fenotipos deletéreos. 
 
Dado que la expresión de Cre en el modelo Tg.CMV-Cre está presente desde los primeros 
eventos de la fecundación, cabe esperar que los ratones dobles transgénicos posean versiones 
recombinadas del alelo trazador también en su línea germinal, con lo que parte de su descendencia 
expresaría Katushka de forma constitutiva. Para confirmar dicho extremo y evaluar la fertilidad de los 
ratones dobles transgénicos, éstos animales 
se cruzaron con otros de genotipo silvestre y 
se evaluó si la aparición de crías con 
expresión constitutiva de Katushka seguía las 
proporciones dictadas por la herencia 
mendeliana. Tras el análisis de 10 camadas y 
70 crías se determinó que el 47.1% hereda 
una versión escindida y funcional del alelo 
trazador original. En la figura 66 se muestra 
una camada representativa analizada en un 
sistema de imagen óptica in vivo no invasiva 







Adicionalmente se evaluó la 
emisión de fluorescencia roja en los 
órganos principales de ratones que 
heredan una versión recombinada del 
alelo trazador, en comparación con 
ratones de genotipo silvestre y aquellos que portan el alelo trazador Tg.CAG-LSL-Katushka sin 
recombinar. Al respecto, todos los órganos analizados expresan niveles claramente detectables de 
Katushka, mientras que la fluorescencia emitida por ratones portadores del alelo trazador sin recombinar 
es indistinguible de aquella procedente de órganos de ratones de genotipo silvestre (Figura 67). Por otra 
parte, cabe destacar que la señal de Katushka se conserva adecuadamente en criosecciones de órganos 
fijados con paraformaldehído (PFA) lo cual permite la detección de la fluorescencia en preparaciones 




Estos resultados demuestran fehacientemente que la expresión constitutiva y ubicua de Katushka 
no induce ninguna afectación evidente de las principales funciones vitales en el organismo del ratón y 
que éstos animales son perfectamente viables, fértiles y capaces de transmitir la mutación a su 
descendencia.  
 
5.2 Cruce con modelos inductores de recombinación tejido-específica 
 
El siguiente paso en la caracterización del modelo Tg.CAG-LSL-Katushka consistió en confirmar la 
potencialidad de dicho sistema para reportar eventos de recombinación mediados por Cre en linajes 
tisulares específicos. Para ello se establecieron cruces con líneas transgénicas que expresan Cre 
exclusivamente en determinados linajes celulares durante el desarrollo embrionario o durante el 
desarrollo postnatal.  
 
5.2.1 Cruce con la línea transgénica Tg.Sox2-Cre 
 
Los ratones de la línea Tg.Sox2-Cre expresan la recombinasa Cre bajo la regulación de 
secuencias promotoras y potenciadoras del gen Sox2 (Hayashi et al., 2002). Dicho gen, y en 
consecuencia la recombinasa Cre, se expresa de forma específica durante el desarrollo embrionario en 
las células de la masa celular interna (ICM, Inner Cell Mass) que dan origen al epiblasto o ectodermo 
embrionario, del cual se generan 
todos los tipos celulares del 
embrión (Avilion et al., 2003). Así 
pues, con el objetivo de 
determinar si con la línea 
trazadora Tg.CAG-LSL-Katushka 
es posible detectar eventos de 
recombinación tejido-específicos 
durante las primeras etapas del 
desarrollo embrionario, se 
cruzaron machos de la línea 
Tg.Sox2-Cre con hembras de 
dicho modelo y se extrajeron 
embriones a día E3.5 de 
desarrollo embrionario.  
 
Los resultados obtenidos 
(Figura 69) reflejan claramente 
que la línea transgénica Tg.Sox2-





específica en la ICM del blastocisto y que el modelo Tg.CAG-LSL-Katushka permite la detección de 
dichos eventos de recombinación mediante la adquisición de la señal fluorescente emitida por Katushka. 
La expresión de Katushka en embriones dobles transgénicos a E3.5-E4.5 se restringe exclusivamente a 
la ICM y es fácilmente detectable en un polo del blastocisto en desarrollo (Figura 69 A). Adicionalmente, 
se permitió que algunas gestaciones progresaran hasta E15.5 y se analizó la expresión de Katushka en 
embriones de dicha edad gestacional. En este caso la emisión de fluorescencia se limita a los tejidos 
embrionarios (procedentes de la ICM), mientras que los tejidos extraembrionarios (procedentes, al 
menos en parte, del trofectodermo) son negativos para Katushka (Figura 69 B).  
 
5.2.2 Cruce con la línea transgénica Tg.RIP-Cre 
 
Los ratones de la línea Tg.RIP-Cre (Gannon et 
al., 2000) expresan la recombinasa Cre bajo un 
fragmento del promotor 2 del gen de la insulina de la 
rata (RIP2, Rat Insulin Promoter 2), que confiere 
especificidad por las células β de los islotes del 
páncreas principalmente. Si bien la identidad de las 
células β de los islotes pancreáticos se especifica 
desde etapas tempranas del desarrollo embrionario 
(Jorgensen et al., 2007), no es sino hasta la edad 
adulta del animal cuando éstas estructuras alcanzan 
su máximo desarrollo. Así pues, este modelo ofrece 
la posibilidad de evaluar si la línea trazadora 
Tg.CAG-LSL-Katushka permite la detección de 
eventos de recombinación mediados por Cre en 
poblaciones celulares específicas en un ratón adulto. 
 
Una vez establecidos los cruces e identificados 
los ratones portadores de las dos construcciones 
transgénicas se procedió a analizar la emisión de 
fluorescencia en animales de 12 semanas utilizando 
un sistema de imagen óptica in vivo no invasiva (IVIS 
Spectrum). Como puede observase (Figura 70), la 
señal de Katushka es claramente detectable 
mediante esta técnica en ratones dobles 
transgénicos. La especificidad pancreática de la 
señal detectada se confirmó mediante análisis ex 
vivo del páncreas de dichos ratones, en comparación 
con el mismo órgano de ratones portadores del alelo 




Adicionalmente, mediante análisis por microscopía confocal de criosecciones del páncreas se 
estableció que la señal fluorescente proviene exclusivamente de algunas células de los islotes de 
Langerhans. Así pues, el modelo trazador generado permite detectar in vivo, mediante técnicas de 
imagen óptica no invasivas, la ocurrencia de eventos de recombinación dirigidos por Cre incluso en 
poblaciones celulares restringidas localizadas en un órgano interno. Este resultado pone de manifiesto la 
potencialidad y versatilidad de la línea trazadora Tg.CAG-LSL-Katushka, al tiempo que confirma su 
especificidad y estricto control espacial. 
 
5.2.3 Cruce con con el modelo Tie2CreERT2: Aplicación al estudio de los vasos sanguíneos 
 
El modelo Tg.CAG-LSL-Katushka puede ser utilizado para la visualización y el análisis de los 
vasos sanguíneos en combinación con modelos que expresen la recombinasa Cre en dichas estructuras 
vasculares. Así pues, el establecimiento de una línea portadora del alelo knockin Tie2CreERT2 y del alelo 
transgénico Tg.CAG-LSL-KFP ha permitido, previa inducción mediante tratamiento con tamoxifeno, la 
visualización de los vasos sanguíneos en virtud de su expresión de fluorescencia roja. 
 
La primera plataforma de análisis utilizada para la caracterización de este modelo fue la 
vasculatura en desarrollo de la retina del ratón neonato. Así pues, se indujo recombinación mediante 
inyección intragástrica de tamoxifeno (50 µg) durante tres días consecutivos (P1 a P3) y se analizó la 
vasculatura de la retina a P8. Tras la inducción de recombinación con dicho protocolo, es posible obtener 
imágenes detalladas de la red vascular de la retina mediante detección de la fluorescencia nativa de 





Con el objetivo de confirmar fehacientemente la naturaleza endotelial de las células positivas para 
Katushka, se analizó el patrón de expresión de dicho trazador en comparación con la señal obtenida tras 
immunofluorescencia para el marcador endotelial CD31 (Figura 71 B). Al respecto, la gran mayoría de 
las células que expresan Katushka poseen a su vez antígenos reconocidos por el anticuerpo anti-CD31. 
La co-localización de ambos marcadores no es total dado que la expresión de Katushka se circunscribe 
al citoplasma celular, mientras que CD31 es una molécula de la membrana celular con especial 
relevancia en las uniones intercelulares (Albelda et al., 1991).  
 
La utilidad del modelo Tg.CAG-LSL-Katushka para la visualización de vasos sanguíneos cuyas 
células endoteliales han sufrido eventos de recombinación Cre-dependeintes se ha puesto de manifiesto 
también durante el desarrollo embrionario. Así pues, la inducción de recombinación tras la administración 
de 5 mg de tamoxifeno por vía IP a hembras gestantes (E10.5), permite la visualización de redes 
vasculares sanguíneas mediante adquisición de señal fluorescente en embriones a E12.5 (Figura 72). 
 
Adicionalmente, la línea Tg.CAG-LSL-Katushka ha sido de utilidad para el análisis de la 
especificidad del patrón de recombinación inducido por el modelo Tie2CreERT2 mediante ensayos de co-
localización de marcadores de la vasculatura sanguínea y linfática. Así pues, por inmunofluorescencia en 
preparación completa se analizó la expresión de los marcadores endoteliales CD31 y VEGFR3, en 
conjunto con la señal nativa de Katushka, en la piel de la oreja (ver apartado 5.2.5 de Materiales y 
Métodos). El marcador CD31 posee carácter pan-endotelial, aunque se expresa con mayor intensidad en 
los vasos sanguíneos; por su parte, el receptor VEGFR3 es uno de los marcadores de endotelio linfático 
mejor caracterizados (Kaipainen et al., 1995; Sleeman et al., 2001), de forma tal que, en conjunto, ambos 




premisa se analizó la piel del pabellón auricular de ratones de tres semanas de edad en los que la 
recombinación se indujo mediante inyección intragástrica de tamoxifeno (50 µg) durante tres días 
consecutivos (P1 a P3). Los resultados obtenidos (Figura 73) permiten concluir que la recombinación 
inducida por Tie2CreERT2 se limita al endotelio vascular sanguíneo con especial predilección por los 
capilares y vasos de pequeño calibre al tiempo que la expresión de Katushka no es detectable en el 
endotelio vascular linfático. Estos resultados están en concordancia con el análisis de especificidad 
realizado mediante inmunohistoquímica para marcadores endoteliales en secciones consecutivas de 






5.3 Generación de un modelo con expresión ubicua y constitutiva de Katushka 
(Tg.CAG-Katushka) 
 
Mediante recombinación del alelo trazador Tg.CAG-LSL-Katushka en la línea germinal es posible 
obtener una línea transgénica con expresión ubicua de Katushka. Una vez escindida la secuencia de 
parada de transcripción en las células gametogénicas, la progenie de estos ratones heredará una versión 
recombinada (Tg.CAG-Katushka) del alelo trazador original y por tanto expresarán Katushka bajo el 
control del promotor híbrido CAG de carácter ubicuo. La identificación de los ratones que heredan una 
versión escindida del alelo trazador puede realizarse mediante genotipado por PCR o bien por 
observación directa de la epifluorescencia en la piel de ratones jóvenes, en virtud de la expresión 
generalizada de Katushka.  
 
Esta línea tiene dos aplicaciones fundamentales. Por una parte, garantizar la disponibilidad de un 
modelo animal que sirva como fuente de células poseedoras de una característica genética diferencial (la 
expresión de Katushka) que facilita considerablemente su detección. Dicho modelo constituye una 
herramienta valiosa para experimentos de destino celular o “homing” después de transplante de 
poblaciones celulares específicas, ya que permite identificar fácilmente la contribución de dichas 
poblaciones a estructuras o eventos asociados a un proceso biológico complejo por ejemplo inflamación, 
regeneración tisular o crecimiento tumoral. Por otra parte, la expresión constitutiva de Katushka por parte 
de la mayoría de las células de un ratón permite disponer de un modelo en el que se pueden inocular 
células tumorales y analizar, en el contexto del desarrollo del tumor, las interacciones entre las células 
del huésped que conforman el estroma tumoral y las propias células cancerosas.  
 
5.3.1 Expresión de Katushka en células hematopoyéticas de la línea Tg.CAG-Katushka 
 
Una vez establecida la línea con expresión constitutiva de Katushka (Tg.CAG-Katushka), se 
procedió a analizar los niveles de emisión de fluorescencia roja por parte de las poblaciones celulares 
hematopoyéticas. Para ello se prepararon suspensiones celulares de la médula ósea y el bazo y se 
analizaron directamente mediante citometría de flujo. Los resultados obtenidos (Figura 74) reflejan que 
tanto en el bazo como en la médula ósea la mayoría de las células presentes son capaces de expresar 
Katushka a niveles que las hacen perfectamente diferenciables de poblaciones de genotipo silvestre. 
 
A continuación se procedió a fraccionar la suspensión celular original mediante la inmunodetección 
de marcadores de superficie específicos para las principales poblaciones hematopoyéticas. Así pues, 
mediante citometría de flujo se analizó la expresión de Katushka en células hematopoyéticas 
diferenciadas (CD45-positivas), linfocitos T (CD4- o CD8-positivos), linfocitos B (CD19-positivos) y 
granulocitos (Gr1-positivos). Como puede observarse (Figura 75), la mayoría de las células de todas 
estas poblaciones expresan niveles de Katushka que las hacen perfectamente diferenciables de 




sin recombinar. Así pues, se demuestra que el modelo con expresión constitutiva de Katushka constituye 
una fuente valiosa de células hematopoyéticas que, en virtud de su fluorescencia, pueden ser fácilmente 
seleccionadas y purificadas. Potencialmente dichas células pueden ser inoculadas en un ratón 
coisogénico o inmunosuprimido y estudiar su contribución en el desarrollo tumoral o en otros procesos 






5.3.2 Generación de la línea Tg.CAG-Katushka;Foxn1nu 
 
Con el objetivo de poder estudiar las interacciones que tienen lugar en el estroma tumoral entre las 
células cancerosas y las células provenientes del huésped, se estableció una línea con expresión 
constitutiva de Katushka en ratones atímicos de fenotipo desnudo (Foxn1nu). Dichos ratones poseen una 
mutación espontánea recesiva en el gen Foxn1 que determina una severa deficiencia en la función de 
las células T (Nehls et al., 1994). En consecuencia, no poseen células citotóxicas efectoras y no exhiben 
respuesta inmunológica contra injertos o transplantes, por lo que han sido ampliamente utilizados en la 
investigación oncológica como receptores de células tumorales humanas o de otras especies. 
 
Para el establecimiento de esta línea se llevaron a cabo varias rondas de cruce entre ratones 
atímicos y aquellos portadores del alelo Tg.CAG-Katushka hasta conseguir ratones homocigotos para la 
mutación Foxn1nu y heterocigotos para Katushka. La expresión constitutiva de la proteína fluorescente en 
ratones atímicos es fácilmente detectable mediante sistemas de imagen in vivo y en comparación con 
ratones de genotipo silvestre la emisión de fluorescencia es unas 40 veces mayor (Figura 76).  
 
Una vez constituida la colonia y con el objetivo de visualizar las interacciones entre el estroma 
tumoral derivado del hospedero y las células cancerosas, se realizaron ensayos de xenotransplante con 
líneas de células ES de ratón o de melanoma humano (SK-MEL-146) transfectadas de manera estable 
con la proteína verde fluorescente EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein). De cada uno de estos 
tipos celulares se inyectaron dos millones de células en los flancos de ratones atímicos con expresión 
constitutiva de Katushka y se monitorizó el desarrollo tumoral a lo largo del tiempo mediante adquisición 




aumenta el tamaño de los tumores se observa un incremento en el área de emisión de fluorescencia 
verde, sin embargo no se detecta un aumento en la señal de Katushka en el área peri-tumoral o 
directamente en el tumor. De hecho, en el tumor, la señal de Katushka se atenúa probablemente debido 
a la interferencia que supone la masa tumoral, intensamente positiva para EGFP.  
 
Si bien bien hasta ahora no se ha conseguido monitorizar in vivo el incremento en la 
vascularización tumoral mediante detección de Katushka en el animal completo, el análisis histológico de 
los tumores en un microscopio confocal sí permite identificar claramente las células provenientes del 
huésped gracias a su emisión de fluorescencia roja (Figura 78). Así pues, en criosecciones fijadas con 
PFA al 4% es posible diferenciar inequívocamente las células tumorales positivas para EGFP y las 
células del estroma tumoral, positivas para Katushka, tanto en teratomas como en melanomas. Dadas 
las altas tasas de vascularización de dichos tumores la mayoría de las células detectadas por su emisión 
de fluorescencia constituyen parte de capilares y vasos sanguíneos que irrigan el tumor. Mediante 
reconstrucción tridimensional de los distintos planos focales es posible obtener imágenes que pueden 
ser visualizadas desde varios ángulos y de esta manera analizar y estudiar las complejas relaciones 






5.3.3 Visualización de la vasculatura sanguínea en  órganos específicos 
 
Durante a caracterización de los ratones con expresión constitutiva de Katushka se obtuvo un 
resultado inesperado que ofrece nuevas e interesantes aplicaciones para este modelo. Si bien, tal como 
se ha explicado, la expresión de Katushka en esta línea es una propiedad de la práctica totalidad de las 
células del organismo del ratón, en algunas regiones anatómicas las células que forman los vasos 
sanguíneos exhiben un nivel de fluorescencia mucho mayor que el resto de las células presentes y 
permiten ser detectadas de una forma fácil y directa por emisión de fluorescencia de Katushka. Tal es el 
caso de la retina y la piel del pabellón auricular, dos plataformas de análisis extensivamente utilizadas en 





Como puede apreciarse en la figura 79 la vasculatura de la retina de ratones Tg.CAG-Katushka 
puede ser visualizada en su totalidad mediante adquisición de la señal fluorescente por microscopía 
confocal, sin que la señal proveniente del resto de las células que conforman la retina dificulte el 
reconocimiento de los vasos sanguíneos. Así pues, los ratones con expresión constitutiva de Katushka 
pueden ser una herramienta útil para la visualización en detalle de las estructuras vasculares de la retina 
sin necesidad de recurrir a procedimientos adicionales de tinción. Si se considera que la retina del ratón 
es uno de los sistemas experimentales más utilizados para el estudio de los mecanismos de regulación 
de la neovascularización, resulta evidente que el disponer de una herramienta genética que permite 
visualizar la totalidad de la vasculatura constituye una ayuda valiosa. Más aún, la señal nativa de 





utilizados habitualmente para detección de marcadores por inmunofluorescencia. Así pues, la emisión 
fluorescente de Katushka puede utilizarse en paralelo a otras tinciones basadas en inmunodetección de 
antígenos.  
 
Por su parte, la vasculatura presente en la piel del pabellón auricular también es fácilmente 
detectada mediante adquisición de señal fluorescente por microscopía confocal. Si bien en la oreja del 
ratón es más evidente la presencia de otras poblaciones celulares positivas para Katushka, el contraste 
de la vasculatura respecto al fondo sigue siendo muy alto (Figura 80).  
 
Con el objetivo de poder identificar específicamente los vasos sanguíneos y linfáticos, las orejas 
de ratones con expresión constitutiva de Katushka fueron sometidas a inmunofluorescencia en 
preparación completa con anticuerpos para Tie2 y VEGFR3 (Figura 81). Los resultados obtenidos 
indican que la emisión de Katushka es detectada con mayor intensidad en los vasos sanguíneos, 
mientras que en los linfáticos la señal fluorescente es mucho más débil. Además, la fluorescencia nativa 
de Katushka permite visualizar algunos capilares que, por su localización profunda en el tejido, no son 
detectados mediante la inmunofluorescencia. 
 
Si bien no existe aún una explicación definitiva al hecho de que el endotelio vascular sanguíneo 
sea fácilmente distinguible de las demás células positivas para Katushka, es obvio que esta 
característica inesperada del modelo Tg.CAG-Katushka puede tener interesantes aplicaciones en el 
estudio de los vasos sanguíneos, al menos en las plataformas de análisis que constituyen la retina y la 
piel del pabellón auricular. El estudio de la intensidad de la señal en estructuras vasculares en este 
modelo ha sido extendido a otros órganos sin que hasta el momento se hayan detectado otras tejidos en 












En la presente memoria se describe la generación y caracterización de distintas líneas de ratones 
modificados genéticamente que, en conjunto, constituyen nuevas herramientas para el estudio del 
sistema vascular sanguíneo in vivo, tanto para la disección genética de los mecanismos moleculares que 
lo regulan, como para la visualización directa de los procesos celulares asociados a su desarrollo. Así 
pues, se ha generado: a) un modelo para dirigir la modificación condicional de genes específicamente en 
el endotelio vascular sanguíneo (Tie2CreERT2; b) un modelo trazador que permite la identificación de las 
poblaciones celulares que sufren dicha modificación (Tg.CAG-LSL-Katushka); y c) un modelo atímico 
desnudo con expresión constitutiva de Katushka para visualizar la neovascularización tumoral y la 
contribución del hospedero al estroma neoplásico.  
 
Por otra parte, empleando modelos genéticos murinos, entre ellos Tie2CreERT2, se ha estudiado la 
función celular autónoma de la actividad tirosina quinasa del receptor c-Met, específicamente en el 
endotelio vascular sanguíneo, en condiciones fisiológicas y patológicas. Dicho receptor es un reconocido 
mediador de la actividad angiogénica a través de diversos mecanismos directos e indirectos, sin 
embargo, la relevancia específica de su función de señalización en las células endoteliales no había sido 
abordada en modelos genéticos in vivo.  
 
1. Diseño y caracterización del modelo Tie2CreERT2 
 
 El primer objetivo del presente trabajo consiste en la generación y caracterización de un modelo 
murino para la inducción condicional de modificaciones genéticas específicamente en las células 
endoteliales de los vasos sanguíneos de un organismo vivo complejo. Este tipo de herramienta permite 
la disección genética de los mecanismos moleculares que regulan las funciones del endotelio a través 
del estudio de la contribución de un gen en particular en un momento y contexto fisiológico determinado. 
La relevancia de este tipo de modelos radica en la importancia de la función del endotelio en la patogenia 
de numerosas enfermedades cardiovasculares, el cáncer y la inflamación, entre otros desórdenes. 
 
La estrategia diseñada para la generación de esta línea consiste en la modificación dirigida del 
gen Tie2 por gene targeting, de forma tal que el alelo modificado de lugar a un mensajero bicistrónico 
que codifica para el receptor Tie2 y para la recombinasa inducible CreERT2. Para ello, la secuencia 
codificante de la fusión CreERT2 está precedida por un elemento IRES y ambos se introducen entre el 
codón de terminación (TAG) y la región 3’ UTR de Tie2. Así pues, a diferencia de las líneas transgénicas 
habituales, en este modelo la expresión de la recombinasa inducible es regulada por todas las 
secuencias del locus endógeno y sin la influencia de efectos posicionales. Adicionalmente, la elección 
del elemento IRES como sistema de expresión permite conservar la integridad funcional del alelo 
modificado, de tal forma que se evita la posible aparición de fenotipos por haploinsuficiencia en 
heterocigosis. Finalmente, la inserción de la secuencia IRES-CreERT2 inmediatamente después del 
codón de terminación de Tie2 permite conservar la integridad estructural de la región 3’ UTR y de 
cualquier potencial regulador presente en dicha zona, aunque hasta la fecha no se ha identificado ningún 





La recombinasa inducible CreERT2 surge de la fusión de la recombinasa Cre a un dominio de 
unión a ligando del receptor de estrógenos humano con las mutaciones G400V/M543A/L544A. La 
combinación de las tres mutaciones reduce drásticamente la afinidad por el estradiol e incrementa la 
especificidad del dominio de unión a ligando por el 4-hidroxitamoxifeno. Así pues, la afinidad de 
CreERT2 por dicho ligando exógeno es tres a cuatro veces mayor que la de otras recombinasas 
inducibles como CreERT y la dosis respuesta es diez veces más sensible (Feil et al., 1997). Por ello, 
CreERT2 es la recombinasa de elección para la generación de mutaciones somáticas, sujetas a control 
espacial y temporal, en el ratón (Indra et al., 1999). 
 
La caracterización del modelo Tie2CreERT2 mediante su cruce con la línea trazadora de la actividad 
de Cre, Rosa26LSLlacZ, permite concluir que la nueva línea generada dirige eficientemente la 
recombinación  en el endotelio vascular sanguíneo tras la administración de tamoxifeno, tanto durante el 
desarrollo embrionario como en el crecimiento postnatal y en el animal adulto. Si bien se ha reportado 
que, bajo ciertas condiciones, CreERT2 sufre un 5% de recombinación basal en ausencia de tamoxifeno 
(Feil et al., 1997), en nuestro modelo no ha sido posible la detección de células recombinadas en 
animales no tratados, así pues la dependencia del sistema por el tamoxifeno es total.  
 
La elección de Tie2 como elemento para dirigir el patrón de expresión de la recombinasa CreERT2 
reside no sólo en su alta especificidad como marcador endotelial, sino también en el hecho de que se 
expresa en la mayoría de los contextos biológicos a los que se enfrentan las células endoteliales, tanto 
fisiológicos como patológicos. Así pues, garantiza que durante la quiescencia, activación, maduración, 
remodelación o regresión vascular, exista expresión de la recombinasa y capacidad potencial de modular 
la expresión génica del locus diana. Previamente se han descrito dos modelos de recombinación 
inducible basados en la especificidad endotelial de Tie2: a) una línea transgénica que utiliza fragmentos 
del promotor y potenciador del primer intrón de Tie2 para dirigir la expresión de CreERT2 (Forde et al., 
2002); y b) una línea transgénica basada en un BAC que porta el gen Tie2 murino modificado, de forma 
tal que su codón de iniciación (ATG) precede la secuencia codificante de la recombinasa CreERT2 
(Korhonen et al., 2009). Así pues, la línea Tie2CreERT2 descrita en la presente memoria constituye el 
primer modelo en el que la expresión de CreERT2 es dirigida por todas las secuencias regulatorias del 
locus Tie2 en su contexto genómico original. 
 
La comparación directa de la línea Tie2CreERT2 con los ratones transgénicos desarrollados por 
Forde et al. (2002) refleja que nuestro modelo knockin es capaz de inducir recombinación con mayor 
eficiencia y especificidad por el endotelio vascular sanguíneo. Si bien las secuencias promotoras y 
potenciadoras de Tie2 empleadas en la generación de la mayoría de los modelos transgénicos han 
demostrado su especificidad por el endotelio vascular (Constien et al., 2001; Forde et al., 2002; Kisanuki 
et al., 2001), algunos autores han reportado expresión ectópica (Theis et al., 2001), posiblemente 
secundaria a efectos posicionales asociados al sitio de integración del transgén. Adicionalmente, es 




empleados por la mayoría de dichos modelos, sean capaces de conferir un mayor grado de especificidad 
por el endotelio de los vasos sanguíneos.  
 
Por su parte, el modelo basado en la modificación del gen Tie2 contenido en un BAC, desarrollado 
durante la realización de este trabajo, presenta una mayor similitud con el nuestro en cuanto al control de 
la expresión de CreERT2. Sin embargo, la caracterización detallada de dicha línea no ha sido publicada 
por lo que es difícil comparar su comportamiento en cuanto a expresión, inducibilidad y eficiencia de la 
recombinación. Finalmente, los modelos de recombinación inducible en el endotelio vascular basados en 
secuencias de otros genes como Cdh5, Pdgfb y el factor de transcripción SCL (Claxton et al., 2008; 
Gothert et al., 2004; Monvoisin et al., 2006; Sorensen et al., 2009) son difícilmente comparables con el 
descrito en la presente memoria dadas las diferencias en las estrategias de caracterización utilizadas en 
cada línea.  
 
2. Análisis de la expresión de Tie2 
 
Como se indicó anteriormente, la estrategia seguida para la generación del modelo Tie2CreERT2 
garantiza que la expresión de la recombinasa inducible esté gobernada por todas las secuencias 
regulatorias endógenas que dirigen la expresión de Tie2, así pues el modelo generado constituye una 
herramienta única y de gran precisión para el análisis del patrón de expresión de dicho receptor y para el 
análisis, mediante trazamiento de linajes, de la diferenciación ulterior de poblaciones celulares que 
expresan Tie2 en algún momento de su desarrollo.  
 
En sentido general, el análisis del patrón de expresión de Tie2, a juzgar por la detección de 
eventos de recombinación mediados por Cre mediante líneas trazadoras, permite concluir que dicho 
receptor se expresa principalmente en el endotelio vascular sanguíneo durante todas las etapas del 
desarrollo embrionario y postnatal estudiadas. Nuestros resultados además confirman que la expresión 
de Tie2 en el compartimento vascular sanguíneo durante la edad adulta no es simétrica, siendo mayor 
en el endotelio de las arteriolas respecto a las vénulas, tal como se había reportado previamente 
(Anghelina et al., 2005; Mecha Disassa et al., 2008), y en vasos de menor calibre respecto a aquellos de 
diámetro superior.  
 
2.1 Especificidad por el endotelio vascular sanguíneo 
 
En general se considera que los receptores Tie1 y Tie2 son expresados por las células 
endoteliales del sistema vascular sanguíneo y linfático. Así pues, hasta la fecha no se ha descrito que 
ninguna población de células endoteliales exprese de forma específica uno sólo de estos receptores. Las 
demostraciones de la expresión de Tie2 en el endotelio linfático se basan fundamentalmente en la 
utilización de anticuerpos (Morisada et al., 2005; Tammela et al., 2005) o de técnicas bioquímicas en 





sugieren una función in vivo de las angiopoietinas en el desarrollo y mantenimiento de los vasos 
linfáticos (Gale et al., 2002; Morisada et al., 2005; Tammela et al., 2005), sin embargo,  es posible que 
las angiopoietinas puedan mediar su función en el endotelio linfático a través de receptores distintos a 
Tie2. Al respecto, cabe destacar que la Ang2 es capaz de dirigir algunos programas celulares 
señalizando a través de la integrina αVβ1 (Hu et al., 2006) y que el bloqueo de dicha integrina es capaz 
de inhibir la linfoangiogénesis en algunos modelos experimentales (Okazaki et al., 2009).  
 
Si bien existen publicaciones que detallan la relevancia de Tie1 en el desarrollo de la vasculatura 
linfática (D'Amico et al., 2010; Qu et al., 2010), la importancia específica de Tie2 en el endotelio vascular 
linfático no ha sido demostrada y no existen evidencias que permitan concluir si su expresión en dicho 
linaje es una característica común a todas las células. Adicionalmente, el análisis detallado de la 
expresión diferencial de Tie1 y Tie2 es complicado por las limitaciones de las sondas moleculares 
diseñadas para discriminar ambos receptores (Augustin et al., 2009). 
 
Los resultados obtenidos durante la caracterización del modelo Tie2CreERT2 sugieren que la 
expresión de Tie2 es fundamentalmente específica del endotelio vascular sanguíneo o bien que sus 
niveles de expresión en el endotelio linfático son demasiado bajos como para inducir la recombinación de 
una forma eficiente. Ésta última parece la explicación más plausible si se toma en consideración que las 
únicas evidencias de recombinación en células endoteliales de vasos linfáticos se obtuvieron con 
protocolos de inducción de larga duración (cinco u ocho semanas de tamoxifeno en la dieta) y en uno de 
los sistemas de análisis de mayor sensibilidad (tinción X-gal en preparación completa de diafragma y 
peritoneo). Adicionalmente, los reportes previos basados en la inmunodetección de Tie2 refieren que los 
niveles de expresión de dicho receptor en el endotelio vascular linfático son menores que los presentes 
en células endoteliales de vasos sanguíneos (Morisada et al., 2005; Tammela et al., 2005). 
 
La especificidad por el endotelio vascular sanguíneo en el modelo Tie2CreERT2 es una característica 
establecida desde el desarrollo embrionario. Así pues, tratamientos con tamoxifeno a E10.5 o E12.5 
revelan que la práctica totalidad de las células susceptibles de recombinación forman parte o dan origen 
al endotelio de los vasos sanguíneos, sin que sea posible detectar su presencia en estructuras 
vasculares linfáticas en el adulto. Previamente se ha descrito que Tie2 se expresa en el endotelio 
vascular linfático al menos desde E11.5 del desarrollo embrionario en el ratón, aunque a niveles 
significativamente menores que los detectados en células endoteliales de los vasos sanguíneos, 
(Morisada et al., 2005); dicho resultado sería compatible con la interpretación, antes apuntada, de que la 
expresión de Tie2 en el endotelio linfático no es lo suficientemente alta como para dirigir recombinación 
de manera eficiente en dicho compartimento vascular. 
 
El fenotipo de los ratones knockout para Tie2 provoca letalidad embrionaria entre E10.5 y E12.5 
asociada fundamentalmente a una marcada reducción en el número de células endoteliales, defectos en 
el desarrollo cardíaco y presencia de hemorragias (Dumont et al., 1994). Así pues, si bien Tie2 no es 




vascular primitivo, sí es necesario para la extensión y maduración de la red vascular en el embrión en 
desarrollo. Dichos resultados son plenamente compatibles con el patrón de expresión de Tie2 
identificado con el modelo Tie2CreERT2 durante el desarrollo embrionario. Así pues, la caracterización de 
nuestro modelo evidencia que la expresión de Tie2 es detectable desde E8.5 y que constituye una 
característica común de la mayoría de las células endoteliales embrionarias (tanto de la microvasculatura 
como de vasos de mayor calibre), incluyendo el revestimiento endotelial de las cavidades cardíacas, a 
partir de E10.5.  
 
A lo largo del desarrollo postnatal y en la edad adulta, la expresión de Tie2 es mayor en los 
capilares sanguíneos y en vasos de menor calibre, en los que muestra cierta preferencia por el endotelio 
de las arteriolas en comparación con las vénulas. Además su expresión en el endocardio de animales 
adultos es un evento limitado a algunas de las células endoteliales que lo conforman. Estos resultados 
sugieren que el papel de Tie2 en el mantenimiento de la quiescencia vascular puede presentar 
particularidades en función del estado fisiológico de la célula endotelial o del tipo de estructura vascular 
en la que ésta se encuentre. La mayor expresión de Tie2 en el endotelio de las arteriolas respecto a las 
vénulas puede deberse al efecto de la tensión de corte (shear stress), una entidad mecánica que refleja 
la tensión tangencial generada por el flujo sanguíneo sobre el endotelio y que es mayor en la porción 
arterial de la vasculatura. En tal sentido, algunos autores han aportado evidencias que reflejan cómo la 
tensión de corte es capaz de inducir la expresión y activación de Tie2 y que éste receptor juega un papel 
relevante en la respuesta vascular a dicha fuerza mecánica (Lee and Koh, 2003; Yang et al., 2012). 
 
2.2 Expresión de Tie2 en la vasculatura de la retina 
 
El análisis de la expresión de Tie2 en la vasculatura de la retina durante el desarrollo postnatal 
reproduce en buena medida el patrón descrito anteriormente en el sentido que se especifica a favor de 
los capilares y el endotelio de las arteriolas a medida que la red vascular madura y alcanza el estado de 
quiescencia. La modulación en la expresión de Tie2 a lo largo del proceso de neovascularización retinal 
podría ser la base de algún mecanismo de regulación del fenotipo endotelial, especialmente si se 
considera la sensibilidad de este eje de señalización a los cambios en la abundancia relativa de sus 
principales efectores (las angiopoietinas y Tie2) (Augustin et al., 2009). En tal sentido, las variaciones en 
la expresión de Tie2 en función de los procesos endoteliales predominantes en cada momento de la 
neovascularización retinal sugieren una posible función para este receptor en el control molecular de 
dicho proceso. En sentido general, la máxima expresión de Tie2 se da durante la fase de mayor 
crecimiento y proliferación endotelial, moderándose a medida que la red vascular primaria se establece y 
limitándose a escasas estructuras vascularse (fundamentalmente capilares) en la vasculatura 
quiescente. 
 
Varios autores han propuesto que el plexo vascular primario de la retina se forma por 
vasculogénesis (Chan-Ling et al., 2004; Hughes et al., 2000), es decir la generación de nuevos vasos 





estructura el lumen. Por otra parte, se ha demostrado que ciertos progenitores endoteliales presentes en 
la médula ósea son capaces de modular la actividad pro-angiogénica de los astrocitos en la retina y 
prevenir la degeneración vascular de la retina en modelos experimentales (Friedlander et al., 2007). Sin 
embargo, la carencia de marcadores fenotípicos definitivos ha limitado la identificación inequívoca de la 
contribución de los progenitores endoteliales al desarrollo de la vasculatura de la retina (Fruttiger, 2007).  
 
El ensayo de trazamiento de linajes realizado mediante inducción de recombinación durante el 
desarrollo embrionario (a E10.5) y el análisis de la vasculatura retinal en el animal adulto, demuestra que 
las células endoteliales que conforman la vasculatura de la retina proceden de células que expresan Tie2 
desde la embriogénesis. Este resultado sugiere que la vasculatura de la retina deriva ya sea de células 
que, al menos en parte, poseen un fenotipo endotelial diferenciado o de poblaciones progenitoras con 
expresión de dicho receptor. Si bien no existe consenso respecto a la firma molecular de los progenitores 
endoteliales circulantes (Deb and Patterson, 2010), los marcadores de superficie más utilizados para su 
identificación son CD133, CD34 y VEGFR2 (Modarai et al., 2005; Peichev et al., 2000; Werner et al., 
2005). Algunas referencias documentan la expresión de Tie2 por parte de progenitores endoteliales 
cultivados in vitro (Hill et al., 2003; Medina et al., 2010), sin que se establezca con claridad si dicha 
característica es un efecto secundario a cierto grado de diferenciación o realmente representa una 
singularidad de los progenitores endoteliales bona fide. En cualquier caso, nuestros resultados permiten 
concluir que la vasculatura de la retina está mayoritariamente formada por células endoteliales 
procedentes de linajes que expresan niveles detectables de Tie2 desde, al menos, el día E10.5  del 
desarrollo embrionario por lo que presumiblemente en su origen poseen un fenotipo endotelial 
diferenciado. 
 
La identificación de otros marcadores fenotípicos expresados por la población de células Tie2+ que 
da origen a la vasculatura de la retina en el período postnatal, sería necesaria para confirmar si dicho 
linaje forma parte de vasos sanguíneos ya establecidos desde el desarrollo embrionario o bien si 
constituye una población progenitora.  
 
2.3 Expresión de Tie2 en células de linaje hematopoyético 
 
El análisis de la recombinación inducida en poblaciones hematopoyéticas se realizó mediante 
citometría de flujo en animales homocigotos para el alelo Tie2CreERT2 y hemicigotos para el alelo trazador 
Tg.CAG-LSL-Katushka. Dicho alelo trazador permite la identificación de eventos de recombinación 
mediados por Cre a través de la adquisición de fluorescencia roja nativa, procedimiento que es 
técnicamente más sencillo y versátil que la detección de otras moléculas trazadoras como β-
galactosidasa. En todos lo casos se analizó la presencia de células Katushka+ en suspensiones celulares 
de médula ósea y sangre periférica de animales adultos tratados con tamoxifeno durante distintos 





En sentido general, el análisis de la expresión de Tie2 en células de linaje hematopoyético 
mediante la caracterización del patrón de recombinación inducido, refleja que la expresión de dicho 
receptor se limita a una pequeña proporción de células presentes durante el desarrollo embrionario o en 
etapas tempranas del desarrollo postnatal. Así pues, únicamente la administración de tamoxifeno 
durante el desarrollo embrionario (5 mg a E12.5) o el desarrollo postnatal temprano (50 µg de P1 a P3) 
es capaz de inducir niveles de recombinación detectables en células de linaje hematopoyético. Por su 
parte, la inducción en animales adultos (tamoxifeno en la dieta durante ocho semanas) no permite la 
detección de células hematopoyéticas recombinadas en sangre periférica o médula ósea. 
 
La expresión de Tie2 en poblaciones hematopoyéticas ha sido documentada desde las primeras 
referencias a dicho receptor. Así pues, uno de los primeros reportes de la existencia de los receptores 
Tie se consiguió mediante el clonaje de ADNc a partir de ARNm de células madre hematopoyéticas de 
médula ósea de animales adultos (Iwama et al., 1993). Por su parte, la expresión de Tie2 en células 
madre hematopoyéticas del feto ha sido puesta en evidencia mediante modelos murinos transgénicos 
con expresión constitutiva de Cre bajo el control de secuencias del promotor de Tie2. Dicho modelo es 
capaz de inducir recombinación en un 85% de las células hematopoyéticas adultas de diversos linajes 
(Tang et al., 2010), lo cual evidencia que durante el desarrollo fetal, una importante proporción de las 
células responsables de la hematopoyesis son capaces de expresar Tie2.  En tal sentido, se ha 
demostrado que Tie2 se expresa, a E10.5 del desarrollo embrionario, en células de la región aorta-
gónada-mesonefros que constituyen progenitores comunes de las células madre hematopoyéticas y las 
células endoteliales (Hamaguchi et al., 1999). Incluso se ha establecido una firma molecular (c-Kit+; Sca-
1+; Lin-) para una sub-población de células Tie2+ con capacidad reconstituyente a largo plazo y capaces 
de diferenciarse a células de linaje linfoide y mieloide (Yano et al., 1997).  
 
Desde el punto de vista funcional, la expresión de Tie2 en células madre hematopoyéticas de la 
médula ósea es necesaria para la hematopoyesis postnatal in vivo (Puri and Bernstein, 2003). Al 
respecto, se ha propuesto que Tie2 es responsable de mediar en la interacción entre las células madre 
hematopoyéticas y los osteoblastos de la médula ósea; dicha interacción es fundamental para la 
supervivencia y el mantenimiento de la quiescencia de las células madre y por tanto para su capacidad 
hematopoyética en el adulto (Arai et al., 2004). 
 
Más recientemente se ha demostrado la existencia de una sub-población de monocitos que 
expresan Tie2 y que constituyen un linaje específico de células hematopoyéticas con propiedades pro-
angiogénicas de gran relevancia para la neovascularización tumoral (De Palma et al., 2007; De Palma et 
al., 2005). La identificación de dicha sub-población se realizó en ratones transgénicos que expresan GFP 
bajo el control de secuencias promotoras y potenciadoras de Tie2, en combinación con el análisis de 
marcadores moleculares de superficie propios de células diferenciadas de linaje mieloide (CD45 y 






La relevancia funcional de la expresión de Tie2 en dicha población de monocitos ha sido puesta en 
evidencia gracias a la demostración de la capacidad de Ang2 de promover la migración de estos 
monocitos mediante mecanismos que dependen, al menos en parte, de la activación de Tie2; al mismo 
tiempo, Ang2 puede estar asociada a la transmisión de señales secundarias a la hipoxia, uno de los 
principales promotores angiogénicos (Coffelt et al., 2010; Murdoch et al., 2007). Por su parte, la 
demostración de la existencia de estos monocitos con expresión de Tie2 en sangre periférica humana 
(Venneri et al., 2007) ha estimulado su potencial utilización como posibles dianas terapéuticas, 
especialmente para el tratamiento de la angiogénesis tumoral (De Palma and Naldini, 2009).  
 
Los resultados obtenidos durante la caracterización de la línea Tie2CreERT2; Tg.CAG-LSL-Katushka, 
reflejan que la inducción de recombinación en células hematopoyéticas únicamente es posible tras 
administración de tamoxifeno durante el desarrollo embrionario (E12.5) o los primeros días de desarrollo 
postnatal (P1- P3), pero no tras tratamiento de animales adultos con tamoxifeno en la dieta. Estos 
resultados sugieren que la expresión de Tie2 en las células hematopoyéticas disminuye a lo largo del 
desarrollo o en algún momento puntual del mismo, a diferencia de lo que ocurre en la mayor parte de las 
células del endotelio vascular, que recombinan con una eficiencia incluso mayor cuando la inducción se 
realiza durante la edad adulta.  
 
Reportes previos (De Palma et al., 2005) indican que, en el ratón adulto, un 2-5% de las células de 
la médula ósea, y un 1-2% de las células de sangre periférica expresan niveles detectables de Tie2 en 
una línea de ratones transgénicos que expresan GFP bajo el control de secuencias promotoras de Tie2. 
Si bien existen discrepancias en cuanto a la proporción que representan las subpoblaciones de células 
Tie2+ respecto al total de células hematopoyéticas en los distintos reservorios naturales y en diversos 
momentos del desarrollo, las evidencias que apuntan a que la expresión de dicho receptor es una 
característica endógena de ciertas poblaciones de células hematopoyéticas adultas parecen 
concluyentes. Así pues, la ausencia de células positivas para Katushka tras inducción con tamoxifeno en 
animales adultos del modelo generado, sugiere que la expresión de Tie2 en las células hematopoyéticas 
del ratón adulto es demasiado baja como para dirigir la expresión de CreERT2 al nivel necesario para 
dirigir la recombinación de manera eficiente.  
 
El análisis de antígenos de superficie para la caracterización de las células hematopoyéticas con 
expresión de Katushka se ha limitado a algunos marcadores de linaje hematopoyético (CD45) y mieloide 
(CD11b) característicos de la subpoblación de monocitos con expresión de Tie2 antes mencionada. 
Hasta el momento no se ha analizado la expresión de marcadores propios de células madre 
hematopoyéticas (c-Kit, Sca-1 y Lin), sin embargo dicho análisis constituye uno de los objetivos 
principales para la continuación de este trabajo.  
 
En sentido general, la proporción de células con expresión de CD45 y/o CD11b en la población 
Katushka+ es prácticamente idéntica en animales tratados con tamoxifeno durante la embriogénesis o 




abundancia relativa de las células con expresión de Katushka (0.5-0.8% en animales tratados durante el 
desarrollo embrionario y 0.25% en animales tratados durante los primeros tres días postparto). Por su 
parte, si se compara la abundancia relativa de las células Katushka+; CD45+; CD11b+ respecto al total de 
células Katushka+ en la médula ósea y la sangre periférica, se observa que en el primero de estos 
reservorios, las células positivas para los tres marcadores, es decir los putativos monocitos pro-
angiogénicos (a juzgar por la firma molecular propuesta por De Palma et al., (2005)) representan más de 
un 85% del total, mientras que en la sangre periférica dicha población corresponde a un 30% del total de 
células Katushka+.  Estos resultados sugieren que durante el desarrollo embrionario y las primeras 
etapas del desarrollo postnatal, las células hematopoyéticas con expresión de Tie2 en la médula ósea 
constituyen una subpoblación cuya diferenciación ulterior será principalmente hacia un linaje mieloide 
pro-angiogénico. La movilización de una fracción limitada de dicha población a la sangre periférica podría 
explicar la presencia de células positivas para Katushka, CD45 y CD11b en la sangre periférica en una 
menor proporción.  
 
Por otra parte, los resultados obtenidos indican que en la sangre periférica existe una fracción 
importante (más de un 60%) de células positivas para Katushka (y por tanto presumiblemente para Tie2 
durante el desarrollo embrionario o primeras etapas del crecimiento postnatal) con una firma molecular 
distinta, que no se ajusta al perfil descrito para los monocitos con expresión de CD45 y CD11b. La 
caracterización de dicha subpoblación mediante el análisis de otros marcadores de superficie asociados 
a capacidad progenitora constituye otro de los objetivos fundamentales para completar la caracterización 
de la recombinación inducida en células de linaje hematopoyético. Igualmente se contempla la utilización 
de marcadores para otras células de linaje mieloide en las que se ha demostrado expresión de Tie2 
como es el caso de neutrófilos (Lemieux et al., 2005; Sturn et al., 2005), eosinófilos (Feistritzer et al., 
2004) y linfocitos (Nowak et al., 2004), aunque dichas poblaciones también pueden expresar CD11b.  
 
Así pues, en general los resultados obtenidos indican un nivel de recombinación en el linaje 
hematopoyético menor del esperado en todos los casos. Esta situación puede deberse a que los niveles 
de expresión de Tie2 no son lo suficientemente altos como para dirigir recombinación eficientemente en 
dicha población celular, como se comentó anteriormente. Otra posible explicación podría estar asociada 
a cierta dificultad en la recombinación del alelo Tg.CAG-LSL-Katushka en poblaciones hematopoyéticas, 
particularmente cuando es usado como trazador de sistemas de recombinación inducible. En tal sentido, 
la utilización de otras líneas trazadoras de la actividad de Cre, como Rosa26LSLlacZ, en las que la 
susceptibilidad a la recombinación es máxima, podría constituir una alternativa válida para descartar 
dicha posibilidad. En definitiva, más trabajo experimental es necesario para completar la caracterización 
del patrón de recombinación inducido por el modelo Tie2CreERT2 en las células hematopoyéticas y 
comprobar si bajo otras condiciones de análisis sea posible detectar una mayor proporción de células 
recombinadas. En este sentido, la posibilidad de inducir recombinación específicamente en células 
hematopoyéticas Tie2+ constituiría una herramienta de gran interés para el estudio de la regulación 
molecular de los mecanismos que dirigen la contribución de dicha subpoblación a la neovascularización 





2.4 Expresión de Tie2 en otros tipos celulares 
 
Durante el desarrollo embrionario es posible detectar en nuestro modelo eventos de 
recombinación en células que no forman parte del endotelio vascular. Tal es el caso de algunos nidos 
eritroides y megacariocitos en el hígado fetal. Previamente se ha documentado, mediante análisis 
citométrico con anticuerpos monoclonales anti-Tie2, la expresión de dicho receptor en una fracción de 
células madre hematopoyéticas que representan el 0.01-0.02% de las células del hígado fetal a día 
E14.5 del desarrollo embrionario (Hsu et al., 2000). Así pues, la recombinación detectada en el hígado 
fetal puede reflejar la expresión de Tie2 en precursores del linaje hematopoyético. 
 
Por su parte, la identificación de eventos de recombinación en células ajenas al endotelio vascular 
durante el desarrollo postnatal y la edad adulta se limita a algunos haces musculares, particularmente 
cuando la inducción se realiza durante los primeros días de desarrollo postnatal. Esto puede deberse a la 
expresión de Tie2 en células satélite (Abou-Khalil et al., 2009), que corresponden a las células madre 
musculares adultas. No existe información respecto a una posible regulación de los niveles de expresión 
de Tie2 a lo largo del desarrollo que justifique porqué la recombinación en haces musculares es 
detectable únicamente cuando la inducción se realiza durante etapas tempranas del desarrollo postnatal. 
En principio puede ser debido o bien a una mayor expresión de Tie2 en dichas células satélite durante la 
etapa postnatal o bien a una mayor susceptibilidad del locus reporter (Rosa26LSLlacZ) a la recombinación 
mediada por Cre en este periodo y en estas células. 
 
3. Inactivación de c-Met en el endotelio vascular sanguíneo 
 
El receptor c-Met constituye una diana de gran interés en el desarrollo de terapias para el 
tratamiento del cáncer debido a la importancia y diversidad de los mecanismos patogénicos en los que 
participa como mediador de señalización intracelular. En consecuencia, diversos agentes inhibidores de 
su actividad han sido desarrollados y han demostrado capacidad de bloquear parcialmente la progresión 
tumoral en ensayos clínicos de fase III. En general, los inhibidores del eje de señalización HGF/c-Met 
pueden ser agrupados en tres categorías: a) inhibidores de HGF o sus activadores; b) antagonistas de c-
Met; y c) inhibidores de la actividad tirosina quinasa de c-Met (Gherardi et al., 2012). Uno de los 
mecanismos asociados a la capacidad anti-tumoral de los inhibidores de HGF/c-Met radica en su 
actividad anti-angiogénica (Heideman et al., 2004; Kuba et al., 2000; Zou et al., 2007), capaz de inducir 
una reducción en la densidad de la microvasculatura tumoral mediante la afectación de la supervivencia 
y motilidad de las células del endotelio vascular. Por otra parte, el bloqueo conjunto de c-Met y las vías 
de señalización mediadas por VEGF ha demostrado una mayor capacidad para inhibir el crecimiento de 
la vasculatura tumoral, al mismo tiempo que reduce la invasividad y capacidad metastátsica de las 





Numerosas evidencias obtenidas en ensayos in vitro e in vivo sugieren una función importante 
para la ruta de señalización mediada por HGF/c-Met en el control de las células endoteliales durante 
procesos de neovascularización. En tal sentido se ha demostrado que HGF es capaz de estimular la 
migración celular, proliferación y organización de estructuras tubulares similares a los capilares en 
ensayos in vitro con células endoteliales de diferentes especies (Bussolino et al., 1992; Rosen et al., 
1990). Así pues, se ha sugerido que c-Met es sobreexpresado durante la recapitulación in vitro de 
diversas etapas de la angiogénesis y que por tanto la sobreexpresión de c-Met constituye un marcador 
del fenotipo angiogénico en las células endoteliales (Ding et al., 2003).  
 
Por su parte, diversos ensayos in vivo realizados en ratones, fundamentalmente mediante la 
implantación subcutánea de matrigel suplementado con HGF o mediante la administración de dicho 
agente en ensayos sobre el estroma avascular de la córnea, han demostrado la capacidad pro-
angiogénica de HGF (Grant et al., 1993; Silvagno et al., 1995). De hecho se ha propuesto que HGF es 
un potente agente angiogénico cuya actividad es mediada fundamentalmente a través de acciones 
directas sobre las células endoteliales (Rosen and Goldberg, 1995) aunque hasta la fecha no se ha 
abordado la importancia específica de su receptor en dicha población celular. Así mismo, agentes 
antagonistas de la ruta de señalización de HGF/c-Met como NK4 han demostrado tener actividad anti-
angiogénica en ensayos in vitro (Jiang et al., 1999) o in vivo  (Kuba et al., 2000) aunque no se han 
aportado evidencias directas que demuestren que dicho efecto se debe a una respuesta celular 
autónoma del endotelio vascular. 
 
Con el objetivo de estudiar la función celular autónoma de la señalización mediada por c-Met 
específicamente en el endotelio vascular sanguíneo, en este trabajo se ha generado un modelo murino 
de inactivación condicional de c-Met  en el que, tras la administración de tamoxifeno, las células 
endoteliales expresan una versión de dicho receptor incapaz de inducir la fosforilación de sus dianas 
intracelulares. La caracterización fenotípica de este modelo, tanto durante el desarrollo embrionario 
como en la edad adulta, sugiere que la función específica de la actividad tirosina quinasa de c-Met es 
prescindible durante la neovascularización fisiológica o patológica, y que su ablación es suplida por 
mecanismos compensatorios con mínimos efectos sobre la  capacidad angiogénica del endotelio 
naciente. 
 
El modelo knockout condicional de c-Met utilizado en este estudio ha sido empleado 
eficientemente para inactivar la señalización mediada por c-Met en distintos tipos celulares (Coudriet et 
al., 2010; Dai et al., 2005; Factor et al., 2010; Judson et al., 2010; Martins et al., 2011; Mellado-Gil et al., 
2010) y desde su caracterización inicial (Huh et al., 2004) se demostró que es capaz de eliminar 
eficientemente el sitio de unión al ATP del dominio tirosina quinasa de c-Met y, consecuentemente, dirigir 
una dramática reducción en los niveles de activación del receptor y su señalización intracelular. Por su 
parte, el modelo Tie2CreERT2 caracterizado en esta memoria ha demostrado ser capaz de inducir 
eficientemente la recombinación mediada por Cre específicamente en el endotelio vascular sanguíneo 





durante ocho semanas consecutivas, o cercana al 70% en embriones tras inyección intraperitoneal de 5 
mg de tamoxifeno en hembras gestantes a E10.5 ó E12.5. Así pues, la administración de tamoxifeno a 
ratones portadores de ambos alelos en homocigosis debe ser capaz de inducir un alto grado de 
inactivación de la capacidad de señalización intracelular de c-Met mediada por la fosforilación de sus 
residuos de tirosina. 
 
A pesar de las sugerentes evidencias que relacionan la vía de señalización de HGF/c-Met con la 
neovascularización fisiológica y patológica, y la demostrada efectividad del modelo utilizado para dirigir 
recombinación tejido-específica en el endotelio vascular, en ninguno de los sistemas experimentales 
analizados pudo detectarse una diferencia estadísticamente significativa en la capacidad angiogénica 
entre ratones con una versión inactiva de c-Met y aquellos equivalentes al genotipo silvestre. 
Adicionalmente, en todos los experimentos realizados se ha demostrado que la proporción de células 
endoteliales recombinadas (a juzgar por su expresión de β-galactosidasa) que forman parte de la 
vasculatura de nueva formación, es indistinguible entre los genotipos analizados.  Dicho resultado, en 
conjunto con la demostración de que los locus del alelo trazador Rosa26LSLlacZ y del alelo knockout 
condicional c-Metfl recombinan con una eficiencia muy similar, apunta claramente a que la pérdida de la 
actividad enzimática de c-Met no supone un impedimento importante para que las células endoteliales 
contribuyan a la angiogénesis fisiológica o patológica y descarta la posibilidad de que la proliferación 
selectiva de las células endoteliales que han escapado de la recombinación (y por tanto conservan 
intacta su capacidad de señalización a través de c-Met) sea suficiente para llevar a cabo el proceso de 
neovacularización con normalidad en ausencia de aquéllas células que han perdido c-Met.  
 
Así pues, los resultados obtenidos y descritos en la presente memoria demuestran por primera 
vez, utilizando un abordaje genético in vivo claro e inequívoco, que la actividad anti-angiogénica 
asociada a la inhibición de c-Met no parece estar mediada por efectos celulares autónomos de dicho 
receptor en el endotelio vascular sanguíneo. Estos resultados apoyan los descritos previamente por 
algunos autores que previamente habían sugerido que los efectos anti-angiogénicos mediados por 
antagonistas de c-Met se basan, al menos en parte,  en mecanismos independientes de la activación de 
dicho receptor. En tal sentido, la capacidad anti-angiogénica de NK4, un inhibidor competitivo de c-Met, 
no se limita a los efectos mediados exclusivamente por c-Met, siendo capaz de antagonizar también la 
actividad de otros factores pro-angiogénicos como bFGF y VEGF (Kuba et al., 2000). Por otra parte, se 
ha propuesto que los efectos anti-angiogénicos de dicho inhibidor pueden deberse a su capacidad para 
inhibir la deposición de fibronectina extracelular en las células endoteliales a través de un mecanismo 
independiente de la activación de c-Met y mediado por la interacción entre NK4 y perlecano (Sakai et al., 
2009). Adicionalmente, se ha demostrado que el dominio N-terminal de HGF es capaz de inhibir la 
angiogénesis mediante su acción sobre glicosaminoglicanos endoteliales como el heparán sulfato 
(Merkulova-Rainon et al., 2003) lo cual evidencia la capacidad de HGF de mediar respuestas celulares 





Por otra parte, existen evidencias que apuntan hacia un efecto indirecto de HGF sobre el endotelio 
a través de la estimulación de la producción de citoquinas pro-angiogénicas como VEGF en células 
vasculares de músculo liso (Van Belle et al., 1998), queratinocitos (Wojta et al., 1999) o las propias 
células tumorales (Zhang et al., 2003). Dichas citoquinas podrían constituir en definitiva los 
estimuladores directos de las células endoteliales durante el proceso de neovascularización. De la 
misma manera, se ha demostrado que la administración de anti-inflamatorios no esteroideos es capaz de 
inhibir el efecto angiogénico de HGF, lo cual sugiere nuevamente un mecanismo de acción indirecto, 
probablemente basado en la estimulación de otros mediadores pro-angiogénicos (Sengupta et al., 
2003b). Al mismo tiempo HGF es capaz de inducir la neovascularización en modelos in vivo bajo 
condiciones en las que los receptores de VEGF se encuentran bloqueados farmacológicamente 
(Sengupta et al., 2003a), esto sugiere que múltiples vías de señalización pro-angiogénicas , no sólo la de 
VEGF, pueden estar siendo estimuladas simultáneamente en respuesta a HGF. Entre ellas, nuestros 
resultados indican que la vía de c-Met no es esencial per se para la estimulación de angiogénesis. 
 
La inhibición de la señalización mediada por c-Met en las células endoteliales es capaz de impedir 
la activación de importantes moléculas mediadoras de angiogénesis como Erk1/2 (Kuba et al., 2000), sin 
embargo, otras rutas de señalización basadas por ejemplo en bFGF o VEGF, son capaces de inducir la 
fosforilación de dicha proteína. Igualmente, muchos otros de los mediadores de la señalización 
intracelular de c-Met, como PI3K, FAK o Pak, son activados en respuesta a estímulos angiogénicos 
transmitidos por receptores típicamente vasculares como los de VEGF o angiopoietinas; así pues, estas 
vías de señalización podrían participar en la compensación de la pérdida de la actividad enzimática de c-
Met. En este sentido sería interesante caracterizar en nuestro modelo si la fosforilación mediada por 
alguna de estas vías se encuentra alterada en ausencia de c-Met. 
 
Otro mecanismo potencial de compensación podría estar mediado por la participación de distintos 
co-receptores que han demostrado su capacidad de interactuar con c-Met. Si bien ninguno de estos co-
receptores (detallados en el apartado 4.3 de Introducción) posee actividad tirosina quinasa intrínseca 
capaz de compensar la pérdida de dicha función en el modelo generado, sí podrían mediar la interacción 
de la versión inactiva de c-Met con otros receptores enzimáticamente activos, o promover su fosforilación 
mediante el reclutamiento de otras proteínas. En tal sentido se podría especular, por ejemplo, con una 
potencial actuación del co-receptor neuropilina-2 que, además de unirse a c-Met, es capaz de unirse a 
los receptores 2 y 3 de VEGF y promover, a través de la señalización mediada por éstos, la 
supervivencia y migración de las células endoteliales (Favier et al., 2006). 
 
Centrándonos en la función de c-Met en el proceso de regeneración tisular, cabe destacar que 
tanto HGF como c-Met son sobreexpresados por varios tipos celulares, incluyendo las células 
endoteliales, en modelos experimentales de cicatrización de heridas in vivo en distintas especies 
animales (Cowin et al., 2001; Yoshida et al., 2003). Adicionalmente, varias referencias apuntan a un 
posible rol de HGF y/o c-Met en la promoción de la cicatrización mediante efectos pro-angiogénicos 





acción de HGF sobre c-Met sugieren que el retraso inducido en el proceso de cicatrización está asociado 
a una menor formación de tejido de granulación y a una deficiente vascularización del mismo (Yoshida et 
al., 2003). Sin embargo, ninguno de estos ensayos aborda específicamente la función de HGF/c-Met en 
las células endoteliales, por lo que los efectos descritos pueden estar mediados por respuestas de otros 
tipos celulares. De hecho, la expresión de HGF y c-Met no es exclusiva del endotelio vascular siendo una 
característica común de los queratinocitos, fibroblastos y células inflamatorias presentes en el tejido de 
granulación.  
 
Por su parte, análisis más detallados de la función de c-Met mediante estrategias similares a las 
descritas en la presente memoria demuestran su importancia específica en los queratinocitos 
(Chmielowiec et al., 2007), en los que la ablación de la actividad tirosina quinasa de c-Met impide su 
contribución al proceso de re-epitelización. Así pues, los defectos observados en la neovascularización 
asociada a la cicatrización de heridas en ensayos que involucran una inhibición generalizada de c-Met 
pueden estar mediados por sus efectos sobre tipos celulares distintos al endotelio vascular. Por otra 
parte, particularmente en ensayos de cicatrización de heridas se ha sugerido que una de las funciones 
de HGF sería la promoción de la angiogénesis mediante mecanismos paracrinos que involucran la 
expresión de VEGF en los queratinocitos (Wojta et al., 1999). 
 
Finalmente, en el contexto de la neovascularización tumoral cabe destacar que HGF no sólo es 
capaz de inducir la expresión de VEGF sino también de inhibir la expresión de trombospondina 1, un 
potente agente anti-angiogénico (Zhang et al., 2003), reflejando nuevamente que las acciones del eje 
HGF/c-Met sobre la vasculatura tumoral pueden estar mediadas por mecanismos que actúan de forma 
indirecta sobre el endotelio vascular. Los resultados obtenidos mediante el ensayo de carcinogénesis 
química reflejan que la inactividad de c-Met en el endotelio vascular no afecta las tasas de progresión 
tumoral ni la vascularización de las lesiones neoplásicas.  
 
Un objetivo adicional residía en el análisis de la capacidad metastática de las lesiones generadas. 
Sin embargo, el ensayo de carcinogénesis química tuvo que ser suspendido antes de que las lesiones 
neoplásicas progresaran hasta dicho grado de malignidad, dado el tamaño y abundancia de los 
papilomas cutáneos, incompatibles desde el punto de vista humanitario con el mantenimiento de los 
animales. Si bien la capacidad metastásica se asocia fundamentalmente a características propias de la 
célula tumoral, un creciente número de publicaciones apunta hacia una función activa de las células 
endoteliales en la adhesión de las células tumorales al endotelio vascular (St Hill, 2011), un paso 
imprescindible para su intravasación y diseminación. En tal sentido, la ruta de señalización de HGF/c-Met 
y algunos de sus co-receptores como CD44 han sido asociados a la adhesión de las células tumorales al 
endotelio vascular en modelos de cáncer de mama y próstata (Draffin et al., 2004; Mine et al., 2003). Así 
pues, resultaría interesante analizar si la señalización intracelular mediada por c-Met específicamente en 
las células endoteliales participa activamente en los mecanismos de captación y adhesión de las células 





4. Diseño y caracterización del modelo Tg.CAG-LSL-Katushka 
 
La utilización del sistema Cre/loxP como herramienta fundamental de análisis genético in vivo en 
el ratón ha generado la necesidad de desarrollar modelos murinos en los que el nivel de recombinación 
mediada por Cre pueda ser monitorizado a nivel celular mediante la expresión Cre-dependiente de 
trazadores moleculares de fácil detección; entre dichos trazadores, las proteínas fluorescentes han 
adquirido una gran importancia por su versatilidad y eficacia en la visualización y análisis de diversos 
procesos biológicos. A pesar de ello, la aplicación de las proteínas fluorescentes como trazadores in vivo 
mediante técnicas no invasivas en el animal completo ha sido limitada por la opacidad de los tejidos a la 
luz de longitud de onda inferior a los 600 nm debido a la absorción por la hemoglobina (Stamatas et al., 
2006). Entre 600 nm y 1200 nm, longitud a la cual la luz comienza a ser absorbida por las moléculas de 
agua, exista una “ventana óptica” en la que los tejidos permiten la transmisión de la luz con mucha mayor 
facilidad (Tromberg et al., 2000).  
 
La gran mayoría de las proteínas fluorescentes emiten por debajo de los 550 nm aunque 
recientemente se ha conseguido el desarrollo de nuevas variantes con características espectrales 
mejoradas. Entre ellas, Katushka, con un máximo de excitación y emisión de 588 y 635 nm, 
respectivamente, una rápida tasa de maduración a 37°C y un alto coeficiente de extinción molar y 
rendimiento cuántico, constituye una alternativa con potencial aplicación en la visualización de procesos 
in vivo mediante técnicas no invasivas. En tal sentido, Katushka es una de las proteínas fluorescentes 
más brillantes con emisión máxima superior a 620 nm y la intensidad de su señal fluorescente más allá 
de los 650 nm es considerablemente superior a aquella de mCherry, mPlum, mRaspberry o TurboRFP, 
algunas de las proteínas rojas fluorescentes empleadas con mayor frecuencia (Shcherbo et al., 2007). 
 
En la presente memoria se describe un nuevo modelo murino trazador de la actividad de Cre en el 
que la expresión de Katushka es inducida mediante recombinación mediada por Cre. En dicha línea, la 
acción de la recombinasa consiste en la remoción de una señal de parada de transcripción (STOP), 
flanqueada por sitios loxP, que impide la expresión de la proteína roja fluorescente Katushka bajo el 
control del promotor híbrido CAG. Hasta donde sabemos no existe ningún reporte previo en la literatura 
que haga referencia a la expresión de la proteína roja fluorescente Katushka en un modelo de ratón 
transgénico. Así pues, hasta la fecha únicamente se había publicado la expresión temporal de esta 
proteína fluorescente mediante transferencia eléctrica de ADN en la piel (Gothelf et al., 2010) o el 
músculo (Hojman et al., 2009) del ratón, en consecuencia, aspectos relacionados con la posible toxicidad 
causada por la expresión de esta proteína durante el desarrollo embrionario o en la línea germinal 
estaban por resolver  
 
La utilización del promotor híbrido CAG para dirigir la expresión de Katushka en el modelo trazador 
de Cre responde a su carácter ubicuo y constitutivo. En comparación con otros promotores constitutivos 
como el de CMV, CAG es capaz de dirigir la expresión proteica con mayor eficacia y ubicuidad en 





CAG es menos susceptible a silenciamiento por metilación que el promotor CMV (Duan et al., 2012). Por 
otro lado, la eficacia de dicho promotor para dirigir la expresión en células que han adquirido un 
compromiso endotelial ha sido demostrada previamente (Alexopoulou et al., 2008) lo que posibilita su 
utilización como trazador de la actividad de Cre en la línea Tie2CreERT2. 
 
La caracterización del modelo generado demuestra su eficacia y fiabilidad para la monitorización 
de eventos de recombinación mediados por Cre desde etapas tempranas del desarrollo embrionario y a 
lo largo del crecimiento postnatal del ratón. Al mismo tiempo, pone de manifiesto la estricta dependencia 
de la expresión de Katushka respecto a la recombinación mediada por Cre; así pues, a excepción del 
tejido muscular en animales de la línea fundadora No. 3, no ha sido posible detectar emisión ectópica de 
fluorescencia en ninguno de los tejidos y órganos analizados. La expresión de Katushka en el tejido 
muscular de dichos animales puede deberse a efectos posicionales asociados a la integración al azar del 
transgén dado que no es una característica común a otras líneas fundadoras. 
 
Por otra parte, mediante el cruce de esta línea trazadora con animales de la línea Tg.RIP-Cre que 
expresan Cre específicamente en las células β del páncreas (Gannon et al., 2000), se ha demostrado su 
capacidad para identificar eventos de recombinación limitados a poblaciones celulares específicas 
localizadas en órganos internos mediante técnicas de imagen óptica no invasivas en el animal completo. 
Este es una característica importante de la línea Tg.CAG-LSL-KAtushka ya que no existían reportes 
previos que evidenciaran dicha potencial aplicación para modelos trazadores basados en la emisión de 
fluorescencia. Típicamente, trazadores bioluminiscentes, como la luciferasa, sí han sido utilizados 
exitosamente para la detección in vivo de eventos de recombinación internos mediados por Cre en el 
animal completo (Lyons et al., 2003; Woolfenden et al., 2009; Zhang et al., 2010). Sin embargo, aunque 
la luz emitida por al luciferasa es más de un orden de magnitud más intensa que la fluorescencia y su 
capacidad de penetración es también mayor (Martinez-Corral et al., 2012), el empleo de proteínas 
fluorescentes permite adicionalmente el análisis y visualización ex vivo de los eventos de recombinación 
mediante la adquisición de la señal fluorescente nativa a nivel celular, lo que supone una ventaja muy 
importante sobre la luminiscencia al efecto de monitorizar los eventos de recombinación mediados por la 
expresión de Cre en un tejido. 
 
5. Aplicaciones derivadas de la expresión constitutiva de Katushka 
 
La expresión constitutiva de proteínas fluorescentes en ratones atímicos desnudos ha sido 
utilizada eficientemente para la visualización y el análisis de las interacciones celulares que tienen lugar 
en el microambiente tumoral (Suetsugu et al., 2012; Tran Cao et al., 2009; Yang et al., 2009; Yang et al., 
2004), así como para valorar la eficacia de agentes terapéuticos capaces de inhibir la contribución de las 
células hospederas (entre ellas el endotelio vascular) al desarrollo del tumor (Ji et al., 2007). Hasta la 
fecha se han descrito modelos con expresión constitutiva de GFP (Yang et al., 2004), CFP (Tran Cao et 
al., 2009) y RFP (Yang et al., 2009). Sin embargo, las características espectrales de dichas proteínas 





En este sentido, el desarrollo de ratones atímicos desnudos Tg.CAG-Katushka puede constituir 
una contribución relevante para la monitorización de la progresión tumoral en ensayos de 
xenotransplante, al tiempo que facilita la visualización y el análisis ex vivo del estroma tumoral, 
permitiendo la identificación inequívoca de las células derivadas del hospedero. Adicionalmente, la 
detección de la fluorescencia nativa de Katushka es compatible con protocolos de fijación tisular 
habitualmente empleados en la inmunodetección de diversos marcadores y su rango de emisión permite 
distinguir claramente la señal específica de aquella proveniente de la autofluorescencia endógena. 
Además, las características espectrales de Katushka permiten su fácil distinción respecto a otras 
proteínas fluorescentes, ampliando así el rango de marcadores disponibles para el análisis del 
microambiente tumoral. 
 
Por otra parte, la expresión constitutiva de Katushka en la gran mayoría de las células de los 
ratones del modelo Tg.CAG-Katushka permite el uso de estos animales como fuente de poblaciones 
celulares genéticamente marcadas para experimentos de análisis del destino celular. Así pues, tras la 
selección de una población específica y su transplante a un hospedero sin expresión de Katushka, es 
posible analizar la contribución de dichas poblaciones a estructuras o eventos asociados a un proceso 
fisiopatológico complejo. En tal sentido, la demostrada expresión de Katushka en la mayoría de las 
células de linaje hematopoyético de la médula ósea y sangre periférica de los animales Tg.CAG-
Katushka reviste especial relevancia, dada la importante participación de éstas células en distintos 
mecanismos asociados a la progresión tumoral (Ergun et al., 2008; Huynh et al.).  
 
Paradójicamente, la expresión constitutiva de Katushka permite la visualización de las redes 
vasculares en dos sistemas ampliamente utilizados para el análisis de la biología vascular: la retina y la 
piel del pabellón auricular. Si bien no existe una explicación definitiva para este hecho, lo más probable 
es que esté asociado a las características físicas y de organización propias de estas redes vasculares 
y/o a las propiedades de las células endoteliales que las forman. En tal sentido, el escaso grosor de 
dichos tejidos así como la abundancia de vasos sanguíneos y su disposición en redes fundamentalmente 
bidimensionales podría estar favoreciendo su visualización y al mismo tiempo explicaría por qué en otros 
tejidos analizados no se detectan diferencias en el brillo de la fluorescencia de las células que forman la 
vasculatura respecto al resto del parénquima tisular, que también expresa Katushka.  
 
Finalmente, cabe destacar que, en paralelo al desarrollo del presente trabajo, nuevas proteínas 
fluorescentes con máximos de emisión y excitación superiores a 600 nm han sido reportadas (Lin et al., 
2009; Shcherbo et al., 2010; Strack et al., 2009). Al mismo tiempo se ha descrito la utilización de una 
nueva generación de proteínas fluorescentes infrarrojas, que requieren la incorporación de fitocromos 
como la biliverdina, para la visualización de procesos in vivo en el ratón (Filonov et al., 2011; Shu et al., 
2009). Si bien estas proteínas poseen características espectrales óptimas con valores de emisión 
máxima superiores a 700 nm, la dependencia por la biliverdina es un factor a tener en consideración. La 





sin embargo, la enzima responsable de su producción (hemo-oxigenasa 1) es inducible por estrés 
(Ollinger et al., 2007) por lo que la disponibilidad endógena de la biliverdina puede tener importantes 
variaciones durante el progreso de un proceso patológico. Adicionalmente, la detección de algunas de 
estas proteínas fluorescentes infrarrojas implica necesariamente la administración exógena de biliverdina 
(Shu et al., 2009), la cual puede tener diversos efectos anti-inflamatorios (Overhaus et al., 2006) que 
podrían limitar algunas de sus aplicaciones in vivo. En cualquier caso, estos resultados representan 
nuevas e interesantes alternativas para la visualización in vivo de procesos moleculares y reflejan el 
creciente interés por el desarrollo y aplicación de nuevos trazadores fluorescentes con características 









1. Conclusiones relativas al modelo Tie2CreERT2 
 
1.1 Se ha generado una nueva línea de ratones modificados genéticamente que expresa la 
recombinasa inducible CreERT2 bajo el control transcripcional endógeno del gen Tie2. Para ello 
se ha creado un alelo knockin que codifica  un mensajero bicistrónico por inserción de un casete 
IRES-CreERT2 entre el codón de terminación y la región 3’-UTR del gen Tie2. 
 
1.2 La integración del casete IRES-CreERT2 en el alelo knockin no altera los niveles de expresión 
fisiológicos de Tie2, por lo que ratones homocigotos para dicha modificación genética no 
presentan ningún fenotipo.  
 
1.3 El patrón de expresión de CreERT2 recapitula fielmente el del receptor Tie2 durante todos los 
momentos del desarrollo gestacional y postnatal. Además, la recombinación mediada por Cre ha 
demostrado una estricta dependencia por la administración exógena de tamoxifeno.  
 
1.4 El patrón de recombinación inducido por el modelo Tie2CreERT2 está restringido fundamentalmente 
al endotelio vascular sanguíneo con escasa o nula recombinación en el endotelio de los vasos 
linfáticos y en células del linaje hematopoyético. En tal sentido, su eficiencia y especificidad por las 
células endoteliales de los vasos sanguíneos es mucho mayor que la de modelos transgénicos 
basados en secuencias de Tie2 generados previamente. 
 
1.5 El modelo Tie2CreERT2 constituye una nueva herramienta para la generación de mutantes 
condicionales específicos del endotelio vascular sanguíneo al tiempo que permite el estudio de la 
expresión endógena de Tie2 y el análisis de la contribución de las células que expresan dicho 
receptor mediante trazado de linajes. 
 
2. Conclusiones relativas al estudio de la relevancia de la señalización 
mediada por el receptor c-Met específicamente en el endotelio 
vascular sanguíneo 
 
2.1 Se ha obtenido un modelo knockout condicional del receptor c-Met específicamente en el endotelio 
vascular sanguíneo (c-Met∆Tie2) mediante el cruce de la línea Tie2CreERT2 con ratones portadores del 
alelo c-Metfl. La presencia adicional del alelo trazador de la actividad de Cre, Rosa26LSLlacZ en esta 
línea permite identificar inequívocamente las células en las que tiene lugar la recombinación 
mediada por Cre.  
 
2.2 La eficiencia de la recombinación dependiente de tamoxifeno en el alelo trazador Rosa26LSLlacZ y 
en el alelo condicional c-Metfl es prácticamente la misma, por lo es posible asumir que las células 






2.3 La ablación de la actividad enzimática de c-Met en las células endoteliales sanguíneas no impide 
su contribución a la formación de nuevas redes vasculares durante la angiogénesis fisiológica 
asociada al desarrollo embrionario y a procesos reproductivos en el animal adulto (ovulación, 
placentación, lactación). Así pues, no se observa ningún fenotipo resultante de la inactivación de 
c-Met en estos procesos. 
 
2.4 La ablación de la actividad de c-Met en las células endoteliales sanguíneas no impide su 
contribución a la formación de nuevas redes vasculares durante la angiogénesis asociada a 
procesos fisiopatológicos inducidos experimentalmente como la hipersensibilidad por contacto, 
cicatrización de heridas y carcinogénesis química. Así pues, no se observa ningún fenotipo 
resultante de la inactivación de c-Met en estos procesos. 
 
2.5 Nuestros resultados indican que la señalización mediada por c-Met en el endotelio no es esencial 
durante la neovascularización en el ratón. Así pues, la contribución de la ruta HGF/c-Met en el 
endotelio vascular durante procesos de neovascularización no depende de mecanismos celulares 
autónomos. Alternativamente, la ausencia de c-Met puede estar compensada por la activación de 
otras vías de señalización en las células endoteliales de los vasos sanguíneos. 
 
3. Conclusiones relativas al modelo Tg.CAG-LSL-Katushka  
 
3.1 Se ha generado una línea de ratones modificados genéticamente que permite la monitorización in 
vivo de la recombinación mediada por Cre, mediante técnicas de imagen no invasivas en el animal 
completo, a través de la expresión condicional de la proteína fluorescente Katushka, con emisión 
en el rojo lejano. 
 
3.2 Este es el primer ratón transgénico descrito en el que se expresa la proteína fluorescente 
Katushka. La expresión de dicho trazador molecular en el ratón no tiene ningún efecto tóxico 
detectable durante el desarrollo embrionario o en el animal adulto. 
 
3.3 Mediante recombinación del alelo trazador Tg.CAG-LSL-Katushka en la línea germinal se ha 
establecido una línea con expresión constitutiva y ubicua de Katushka en todos los órganos 
analizados incluidas las células hematopoyéticas de la médula ósea y el bazo. 
 
3.4 Además, se ha generado una línea de ratones atímicos desnudos (Foxn1nu) con expresión 
constitutiva de Katushka que, en ensayos de xenotransplante con líneas celulares cancerosas, 
permite la identificación y visualización de las células del huésped que participan en el 
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Summary: Cre/loxP-dependent expression of ﬂuores-
cent proteins represents a powerful biological tool for
cell lineage, fate-mapping, and genetic analysis. Live
tissue imaging has signiﬁcantly improved with the de-
velopment of far-red ﬂuorescent proteins, with opti-
mized spectral characteristics for in vivo applications.
Here, we report the generation of the ﬁrst transgenic
mouse line expressing the far-red ﬂuorescent protein
Katushka, driven by the hybrid CAG promoter upon
Cre-mediated recombination. After germ line or tissue-
speciﬁc Cre-driven reporter activation, Katushka
expression is strong and ubiquitous, without toxic
effects, allowing ﬂuorescence detection in fresh and
ﬁxed samples from all tissues examined. Moreover, ﬂu-
orescence can be detected by in vivo noninvasive
whole-body imaging when Katuhska is expressed
exclusively in a speciﬁc cell population deep within the
animal body such as pancreatic beta cells. Thus, this
reporter model enables early, widespread, and sensitive
in vivo detection of Cre activity and should provide a
versatile tool for a wide spectrum of ﬂuorescence and
live-imaging applications. genesis 49:36–45, 2011.
VC 2010 Wiley-Liss, Inc.
Key words: Cre recombinase; loxP; whole-body;
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INTRODUCTION
The Cre-loxP recombination system in combination
with the technology for targeted modiﬁcation of the
mouse genome has opened the door for a new era of
genetic analysis in mammals (Nagy, 2000). In parallel,
the development of ﬂuorescent proteins as reporters in
living cells has revolutionized in vivo imaging technolo-
gies allowing new insights into the processes that gov-
ern mammalian development and disease (Nowotschin
et al., 2009). Thus, expression of ﬂuorescent proteins
has been thoroughly used for promoter activity charac-
terization (Yoshimizu et al., 1999), cell-fate analysis
(Lombardi et al., 2009) and lineage-tracing (Shenje
et al., 2008). Furthermore, ﬂuorescent proteins have
been widely used as reporters of Cre-activity in genetic
contexts in which their expression is dependent on
Cre-mediated recombination of loxP-ﬂanked (ﬂoxed)
sequences (De Gasperi et al., 2008; Elghazi et al., 2008;
Luche et al., 2007; Mao et al., 2001; Muzumdar et al.,
2007; Srinivas et al., 2001; Stoller et al., 2008; Vinters-
ten et al., 2004; Yamamoto et al., 2009). However, the
use of most ﬂuorescent proteins for whole-body nonin-
vasive imaging in mammals is constrained due to strong
light absorption by hemoglobin at wavelengths below
600 nm, where the excitation and emission spectra of
most ﬂuorescent proteins reach a maximum (350–550
nm). Between 600 and 1200 nm, where infrared absorp-
tion by water molecules begins, an ‘‘optical window’’ is
deﬁned in which tissues are relatively transparent to
light (Lin et al., 2009). Red and far-red ﬂuorescent pro-
teins with excitation and emission peaks close to and
above 600 nm, respectively, are therefore preferred for
in vivo imaging applications.
Recently, a new generation of ﬂuorescent protein
markers has emerged with the description of infrared-
ﬂuorescent proteins (IFPs) with excitation and emission
peaks at 684 and 708 nm, respectively (Shu et al.,
2009). These bacteriophytochrome-based ﬂuorescent
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proteins require incorporation of biliverdin as the chro-
mophore. Although biliverdin is ubiquitous, its endoge-
nous availability may be highly variable, because the
enzyme responsible for its production (heme oxygen-
ase-1) is stress-inducible (Ollinger et al., 2007). More-
over, exogenous administration of biliverdin, necessary
to increase the infrared ﬂuorescent signal in intact
mice, has diverse anti-inﬂammatory effects (Overhaus
et al., 2006). These issues may limit some in vivo appli-
cations of IFPs specially when used as promoter activ-
ity- or gene-expression- reporters.
The development of Katushka (Shcherbo et al.,
2007), an autoﬂuorescent protein characterized by a
unique combination of high brightness, far-red emis-
sion, and fast rate of chromophore maturation, repre-
sents an important contribution to the list of ﬂuores-
cent markers suitable for whole-body in vivo optical
imaging. Excitation and emission spectra of Katushka
peak at 588 and 635 nm, respectively. Moreover,
Katushka is characterized by fast maturation at 378C
and is one of the brightest autoﬂuorescent proteins
with an emission maximum beyond 620 nm. All these
properties make of Katushka one of the best far-red ﬂu-
orescent proteins available for in vivo tissue imaging.
Here, we describe a novel Cre-reporter transgenic
mouse line in which Katushka expression is dependent
on Cre-mediated recombination. To our knowledge, this
is the ﬁrst transgenic mouse line expressing Katushka,
since only transient expression of this ﬂuorescent pro-
tein, after DNA electrotransfer into mouse skin and mus-
cle, has been previously reported (Gothelf et al., 2010;
Hojman et al., in press).
The transgenic construct (Fig. 1a,b) in this line (Fig.
1a,b) includes the ubiquitous promoter CAG, composed
of the cytomegalovirus (CMV) immediate early
enhancer and the modiﬁed chicken b-actin promoter
(Niwa et al., 1991), a loxP-ﬂanked transcription STOP
cassette (LSL) (Tsien et al., 1996) followed by the cDNA
of Katushka ﬂuorescent protein (KFP), and a rabbit b-
globin polyadenylation signal. In this construct, CAG-
LSL-KFP, Katushka expression is driven by the CAG pro-
moter upon Cre recombinase-mediated excision of the
ﬂoxed STOP cassette.
Katushka expression from the transgenic construct
was ﬁrst tested in vitro by cotransfection of murine
embryonic stem (ES) cells and H460 lung carcinoma
cells with the CAG-LSL-KFP-bearing plasmid, alone or
in combination with a Cre expressing vector (CMV-
NLSCre). In the absence of Cre, none of the CAG-LSL-
KFP transfected clones were Katushka-positive, while
ES and H460 cells transfected with both the transgenic
reporter and CMV-NLSCre exhibited far-red ﬂuores-
cence (data not shown).
Having validated the construct in vitro, transgenic
mice were generated by pronuclear injection of the
transgene in fertilized oocytes. Five founder mice carry-
ing the Katushka reporter transgene, Tg(CAG-LSL-KFP),
were generated, three of which transmitted the trans-
gene to the next generation. Relative transgene copy-
number and number of integration events were esti-
mated in these three lines by Southern blot analysis of
tail genomic DNA (Fig. 1c,d). Two lines, derived from
founders 3 and 13, which contained single integration
event, were further expanded and characterized. No sig-
niﬁcant differences were observed between them. Most
of the studies were performed with line 3.
To assess the in vivo Cre-dependent control of
Katushka expression and its compatibility with normal
embryonic development and postnatal life, reporter
mice were mated with animals carrying the universal
deleter CMV-Cre transgene (Zinyk et al., 1998). The N1
progeny were analyzed for Cre-mediated STOP cassette
excision by Southern blot of tail biopsy DNA (Fig. 1b,e)
and for Katushka expression by direct ﬂuorescence
detection in newborn pups (Fig. 2a). Double transgenic
N1[Tg(CMV-Cre);Tg(CAG-LSL-KFP)] pups were born at
the expected Mendelian ratio, developed normally and
were fertile. They exhibited nearly ubiquitous and
intense far-red ﬂuorescence in all the organs examined.
N1 animals were further mated with wild-type mice,
and the hemizygous offspring carrying the recombined
transgenic allele were also born at normal Mendelian ra-
tio (Fig. 2b). These results indicate that there is no tox-
icity associated with ubiquitous expression of Katushka
in mice. Furthermore, multiple generations carrying the
germ-line excised and therefore constitutively activated
reporter allele have not exhibited any symptoms of
Katushka-related toxicity up to 12 months of age, and
both males and females are fertile. Katushka ﬂuores-
cence is robust in all tissues and organs examined from
germ-line Cre-activated adult mice, while those of ani-
mals with the nonrecombined reporter transgene show
a level of tissue autoﬂuorescence indistinguishable from
that of control wild-type mice (Fig. 2c,d).
Expression of Katushka was also investigated in he-
matopoietic lineages of hemizygous mice with a germ-
line Cre-recombined reporter allele. Fluorescence-
assisted cell sorter analysis of single-cell suspensions
from bone marrow and spleen revealed bright far-red
ﬂuorescence in the majority of nucleated cells (Fig.
3a). Importantly, no differences regarding ﬂuorescence
emission were detected between wild-type controls
and animals that had not undergone Cre-mediated
recombination. The heterogeneity in ﬂuorescence in-
tensity, especially evident in bone marrow single-cell
suspensions, is probably due to the cellular heteroge-
neity of the analyzed samples. Further analysis of he-
matopoietic lineages was conducted through antibody-
based fractionation of erythrocyte-depleted single-cell
suspensions. Cells of hematopoietic origin (CD451), B
lymphocytes (CD191), T lymphocytes (CD41 or
CD81), granulocytes, and monocytes (Gr-11) from
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bone marrow and spleen express Katushka to an
extent that makes them clearly distinguishable from
wild-type or unrecombined control cells (Fig. 3b). Fur-
thermore, constitutive expression of the reporter does
not affect the relative abundance of these hematopoi-
etic cell subpopulations with respect to those of wild-
type mice (data not shown). Given that germ-line
excised mice are not chimeric with regard to the
recombination status of the Katushka reporter allele,
the level of red ﬂuorescence in different cell popula-
tions is mostly determined by the activity of the CAG
promoter in each particular cell type.
We next examined whether the Katushka reporter al-
lele was accessible to Cre-mediated excision during
early embryogenesis. We crossed our reporter strain
with the transgenic line Tg(Sox2-Cre) (Hayashi et al.,
2002), in which Cre recombinase expression is driven
by the regulatory sequences of the epiblast-speciﬁc
gene Sox2. It has been previously described that Sox2
mRNA is ﬁrst detected in some cells of the preimplanta-
tion embryo at 2.5 days postcoitum (dpc), at morula
stage. In the blastocyst, at 3.5 dpc, Sox2 is expressed
speciﬁcally within the inner cell mass (ICM), which
later differentiates into two lineages, epiblast and hypo-
FIG. 1. Transgenic construct and founder characterization. (a) Schematic structure of the transgenic construct. The transgene contains the
CMV early enhancer/chicken b-actin promoter (CAG), a transcription STOP cassette (STOP) ﬂanked by loxP sites (black triangles), the
Katushka cDNA, and the rabbit b-globin polyadenylation signal (pA). (b) Cre-mediated transgene recombination in a head-to-tail multicopy
integration event (a two-tandem copy integration is depicted as an example). The position of the relevant restriction sites EcoRI (E), SacI (S),
and XbaI (X), the size of the corresponding restriction fragments, and the Katushka cDNA fragment used as a probe for Southern blot (small
solid black box) are also indicated. (c) Relative transgene copy-number analysis. Southern blot analysis of tail DNA from founders 3, 5, 10,
13, and 14, double-digested with E and S and hybridized with a probe from Katushka cDNA. The probe recognizes a 2.2 kb internal frag-
ment from the nonrecombined transgenic insert, and the intensity of the signal is proportional to the number of integrated copies. A probe
corresponding to the Tie2 locus was used as loading control. (d) Multiple integration site analysis. Southern blot analysis of tail DNA from
founders 3, 10, and 13 digested with X. Multiple copy integrations in a head-to-tail orientation are identiﬁed by a band of 4.7 kb. Multiple
integration sites are recognized by the appearance of more than one additional band (additional bands marked with arrowheads). Founders
3 and 13 have a single integration site. (e) Cre-dependent transgene recombination analysis. Southern blot analysis of tail DNA from progeny
of founders 3 and 13 before and after germ-line Cre-mediated recombination. The 2.2 kb and 0.8 kb bands correspond to the ﬂoxed and
excised transgenes, respectively.
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FIG. 2. Detection of Katushka ﬂuorescence in reporter mice after Cre-mediated recombination. (a) In vivo whole-body direct ﬂuorescence
analysis of N1 progeny (newborns) from crosses of Tg(CAG-LSL-KFP) with Tg(CMV-Cre) mice. Top: bright ﬁeld image of a double transgenic
littermate above a single transgenic pup. Bottom: corresponding direct red ﬂuorescence image. Only the double transgenic pup is visible
and exhibits ubiquitous and strong expression of Katushka. (b) Fluorescence image acquired with an IVIS Spectrum (Xenogen Co.) of seven
littermates obtained after mating a germ-line Cre-recombined reporter male with a wild-type female. The four pups with ﬂuorescent signal
have inherited the recombined reporter allele while the three without signal have not, as conﬁrmed by PCR genotyping (data not shown). (c)
Katushka ﬂuorescence in isolated organs of germ-line recombined reporter adult mice (center panel). The two panels at the left show the
bright ﬁeld (BF) and red ﬂuorescence (RF) images of a wild-type mouse as control of tissue autoﬂuorescence, while the two panels at the
right show those of a Tg(CAG-LSL-KFP) mouse carrying the intact ﬂoxed reporter transgene. (d) Direct ﬂuorescence images from liver cryo-
sections of germ-line Cre-excised and original unexcised Tg(CAG-LSL-KFP) reporter mice.
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blast (Avilion et al., 2003). In double transgenic
Tg(CAG-LSL-KFP);Tg(Sox2-Cre) mice, Katushka expres-
sion was ﬁrst seen at 3.5 dpc in early blastocysts where,
as expected, it is restricted to the ICM without residual
expression in trophectoderm cells (Fig. 4a). Earlier
expression at morula stage was not detected, probably
due to incomplete or delayed Cre-recombination. Red
ﬂuorescence gains intensity as the blastocyst expands,
so that, at 4.5 dpc, the ICM is tightly packed at one pole
of the developing embryo and exhibits strong far-red ﬂu-
orescence (Fig. 4b). Further differentiation of the epi-
blast gives rise to all embryonic tissues, while the major-
ity of extraembryonic components come from the tro-
phectoderm and the hypoblast. Therefore, after
implantation and differentiation of embryonic and
extraembryonic tissues, Katushka expression is re-
stricted to the developing fetus while the placenta
shows no signal over background autoﬂuorescence
(Fig. 4c). All these results demonstrate an efﬁcient
induction of the reporter by Cre-mediated recombina-
tion and robust Katushka expression from a very early
stage in mouse embryogenesis.
FIG. 3. Flow cytometry analysis of Katushka expression in hematopoietic lineages from spleen and bone marrow of mice that inherited
one copy of the Cre-recombined reporter allele and lack the Cre transgene. (a) Katushka expression in erythrocyte-depleted, unfractioned,
hematopoietic cells. Note that Fluorescence-assisted cell sorter-proﬁles of wild-type (black line) and ﬂoxed Tg(CAG-LSL-KFP) mice (red
line) are undistinguishable. (b) Analysis of Katushka expression in different hematopoietic cell lineages. The dot plots show the ﬂuorescence
intensities of different CD4-, CD8-, CD19-, Gr-1-, and CD45-positive cell populations from spleen and bone marrow.
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One of the main goals for generating a Cre-reporter
transgenic line expressing Katushka was to enable mon-
itoring Cre activity in vivo by direct ﬂuorescence detec-
tion using noninvasive whole-body optical imaging tech-
niques, even in minor cell populations within the ani-
mal body. This has been accomplished before using
bioluminescent reporters such as ﬁreﬂy luciferase (Ishi-
kawa and Herschman, 2010; Liao et al., 2007; Lyons
et al., 2003; Safran et al., 2003; Woolfenden et al.,
2009). The use of ﬂuorescent reporters has the addi-
tional advantage of allowing histological analysis
through direct imaging using ﬂuorescence- and confo-
cal-microscopy. In order to test if Katushka signal com-
ing from an internal organ can be monitored noninva-
sively, we crossed our reporter line with the transgenic
strain Tg(RIP-Cre) (Gannon et al., 2000) in which the
Cre recombinase is expressed speciﬁcally in pancreatic
b-cells under the control of the rat insulin-2 promoter.
Katushka-speciﬁc ﬂorescence is readily detected by
noninvasive whole-body optical imaging without ec-
topic expression (Fig. 5a). Pancreatic origin of the ﬂuo-
rescent signal was conﬁrmed after necropsy and pan-
creas isolation (Fig. 5b), and further speciﬁcity of re-
porter expression to b cells was veriﬁed by confocal
microscopy imaging of paraformaldehyde-ﬁxed tissue
sections (Fig. 5c,d). These data show that tissue-speciﬁc
inducibility of the reporter is reliable in adult mice and
that the spectral characteristics of Katushka ﬂuores-
cence enable noninvasive whole-body imaging.
In summary, we have described a Cre-reporter trans-
genic line that allows early, widespread, and sensitive
detection of Cre-mediated recombination. Unlike previ-
ous ﬂuorescence-based Cre-reporter models, this line
allows noninvasive whole-body detection of recombina-
tion events even in tissues located deep within the ani-
mal. Additionally, the possibility to detect Katushka-
expressing cells not only cytoﬂuorometrically, but also
in paraformaldehyde-ﬁxed tissue sections is another
advantage of this reporter line. These characteristics
make this line a versatile tool for studies requiring non-
invasive, efﬁcient, and sensitive detection of Cre
activity.
METHODS
Transgenic Construct and Generation of
Transgenic Mice
The transgene was constructed by inserting a PCR-
ampliﬁed fragment containing Katushka cDNA from
pTurboFP635-C (Evrogen, Moscow, Russia) into the
NotI site of the pVL1 plasmid (a gift from Angel
Nebreda, CNIO). The resulting plasmid contains the
CAG promoter followed by a transcription/translation
STOP sequence ﬂanked by directly repeated loxP sites,
the Katushka cDNA, and the rabbit b-globin polyadenyl-
ation signal. For transgenic mice generation, a 4.7 kb
PvuII-SalI fragment containing the reporter transgene
was microinjected into the pronuclei of zygotes
obtained from crosses of F1[(C57BL/6J.OlaHsd)(CBA/J)]
animals following standard protocols (Nagy, 2003).
Potential founders were identiﬁed by PCR and Southern
blot analyses of tail DNA. PCR primers for transgene
genotyping were as follows: Katushka forward primer,
50-AACGACCACCACTTCAAGTGC-30; Katushka reverse
primer, 50-TAGCCAGAAGTCAGATGCTCAAGG-30; Cre
forward primer, 50-CCGGTTATTCAACTTGCACC-30; Cre
reverse primer, 50-CTGCATTACCGGTCGATGCAAC-30.
All experiments with mice were performed in accord-
ance with protocols revised and approved by the insti-
tutional ethics committee of the Spanish National Can-
cer Research Centre (CNIO).
Southern Blot Analysis of Transgene Copy
Number, Integration Events, and Cre-Mediated
Recombination
Tail tips were incubated in lysis buffer containing 20
mM Tris–HCl (pH 8.0), 0.5 mg/ml proteinase K, 100
mM NaCl, 0.5% sodium dodecyl sulfate, and 10 mM
EDTA at 558C overnight. After precipitation of proteins
and cell debris with saturated NaCl, DNA was precipi-
tated from the supernatant with isopropanol. DNA sam-
ples were double digested with EcoRI and SacI for
copy-number and recombination efﬁciency analysis and
with XbaI for integration analysis and subjected to elec-
trophoresis on a 0.8% agarose gel. DNA was transferred
to a nylon membrane (Amersham Hybond-N1, GE
FIG. 4. Epiblast-speciﬁc expression of Katushka in double trans-
genic Tg(CAG-LSL-KFP); Tg(Sox2-Cre) embryos. (a and b) Overlay
of single confocal section images of red ﬂuorescence and bright ﬁeld
channels of early blastocysts (3.5 dpc) (a) and late blastocysts (4.5
dpc) (b) obtained from matings of Tg(Sox2-Cre) males and Tg(CAG-
LSL-KFP) females. (c) IVIS Spectrum image of developing fetuses
(15.5 dpc) from the same type of mating. The embryo at the bottom
of the image lacks the Sox2-Cre transgene while the one at the top
is double transgenic for Sox2-Cre and the Katushka reporter.
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FIG. 5. In vivo assessment of pancreatic-b-cell-speciﬁc, Cre-mediated expression of Katushka in adult mice. (a) IVIS Spectrum whole
body ﬂuorescence images of a single transgenic Tg(CAG-LSL-KFP) mouse (left) and a double transgenic Tg(RIP-Cre); Tg(CAG-LSL-KFP)
mouse (right). Katushka ﬂuorescence is observed only in the region where the pancreas is positioned. The abdominal region has been previ-
ously depilated to avoid signal attenuation by the hair. (b) IVIS ﬂuorescence image of the isolated pancreas from mice shown in panel a. (c)
Confocal images of cryosections of the pancreas shown in panel b after 4% paraformaldehyde ﬁxation and OCT embedding. A white-
dashed line has been drawn around the pancreatic islets. Blue channel shows nuclei stained with DAPI. Katushka ﬂuorescence (red channel)
is detected only in the double transgenic islet. Background autoﬂuorescence is indistinguishable between single and double transgenic
mice. (d) Confocal image of a cryosection of the pancreas from the double transgenic mouse shown in panel c (top). Katushka expression is
restricted to the b-cells of the pancreatic islets. The zoomed image at the right shows b-cells that strongly express red ﬂuorescence
(arrows), while other cells within the pancreatic islet do not express Katushka (arrowheads).
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Healthcare, Buckinghamshire, UK). The membrane was
hybridized with a 331-bp Katushka probe ampliﬁed by
PCR using the following primers: forward, 50-AACGAC-
CACCACTTCAAGTGC-30; reverse, 50-GGTGAACTTCC-
CATCCAACG-30. The probe was labeled by random pri-
ming with Amersham Ready-To-Go DNA labeling beads
(GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) and dCTP 50-tri-
phosphate [a-32P] (Perkin Elmer, Boston, MA). After
hybridization and washing, the blot was exposed on a
phosphorimager screen and revealed with a Typhoon
9400 scanner (Amersham Biosciences, New Jersey).
Whole-Body and Isolated Organ Fluorescence
Detection
Fluorescence from newborn pups and adult organs
was analyzed in a Leica MZ16F (Leica, Wetzlar, Germany)
ﬂuorescence stereomicroscope equipped with a Texas
Red ﬁlter set. For epiﬂuorescence pictures, exposure
time was optimized based on the level of ﬂuorescence
emitted from each organ: testis 300 ms, spleen 660 ms,
pancreas 70 ms, lung 660 ms, liver 300 ms, kidney 660
ms, heart 600 ms, and brain 600 ms. Pictures were cap-
tured with a DFC 350 FX (Leica, Wetzlar, Germany) cam-
era. Noninvasive whole-body imaging of ﬂuorescence was
performed with the IVIS Spectrum system (Xenogen Co.,
Alameda, CA). Fluorescence signal was acquired with a
band-pass excitation ﬁlter of 570 nm (30 nm bandwidth)
and a band-pass emission ﬁlter of 640 nm (20 nm band-
width), with a photon acquisition time of 1 s, medium
binning and F/Stop 1 or 2. Adult animals were sedated by
continuous inhalation of 3% isoﬂuorane during image ac-
quisition. The area of focus was depilated using commer-
cial depilatory creams. For organ ﬂuorescence signal anal-
ysis, the various organs were harvested and brieﬂy stored
at 48C in phosphate-buffered saline (PBS) with 5% fetal
bovine serum before imaging acquisition.
Cytoﬂuorometry
Single-cell suspensions were obtained from bone mar-
row and spleen using standard procedures. Brieﬂy, mice
were sacriﬁced by CO2 inhalation and spleen and hind
leg long bones dissected. Bone marrow was ﬂushed out
with Dulbecco’s modiﬁed Eagle medium (DMEM,
Sigma, St. Louis, MO), and splenocytes were obtained
by mechanical dissociation of the organ between two
glass slides in DMEM. Erythrocytes were lysed with am-
monium chloride and cells resuspended in PBS contain-
ing 0.5% bovine serum albumin (Sigma, St. Louis, MO)
and 2 mM EDTA (Sigma, St. Louis, MO). Fc receptors
were blocked by incubation with a puriﬁed anti-mouse
CD16/CD32 antibody (BD Pharmingen, San Jose, CA)
for 15 min on ice. Single-cell suspensions were stained
with the following monoclonal antibodies from BD
Pharmingen, San Jose, CA: phycoerythrin (PE) anti-CD4,
ﬂuorescein isothiocyanate anti-CD8, allophycocyanin
(APC) anti-CD19, PE-cyanine 7 (PE-Cy7) anti-Gr-1, and
APC anti-CD45. All stainings were performed on 106
cells in 200 lL for 30 min on ice in the dark. Samples
were ﬁltered through a 70-lm ﬁlter mesh and processed
on a BD ARIA II SORP Cell Sorter (BD Pharmingen, San
Jose, CA) equipped with 355, 488, 561, and 640 nm
lines. Pulse processing was used to exclude cell aggre-
gates and 40,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) to dis-
criminate dead cells. At least 50,000 single alive events
were collected. Data were analyzed using FlowJo ver-
sion 9.0.2 (Treestar, Ahsland, OR).
Confocal Microscopy
For analysis of reporter performance in preim-
plantation embryos, matings were set up between
Tg(CAG-LSL-KFP) hemizygous females and Tg(Sox2-
Cre) hemizygous males. Mating time was deter-
mined by observation of the female vaginal plug (0.5
dpc). Embryos were harvested from pregnant
females at 2.5 or 3.5 dpc by ﬂushing oviducts and/or
uterine horns with M2 medium (Sigma, St. Louis,
MO) and observed immediately after harvesting or
incubated in KSOM medium (Specialty Media, Phil-
lipsburg, NJ) at 378C and 5% CO2 for 24 h under oil.
Pancreas were dissected and ﬁxed by immersion in
25 ml of 4% paraformaldehyde in PBS, pH 7.4 for 2 h
at room temperature, and rinsed in three changes of
PBS over 30 min and a ﬁnal rinsing step on a rotary
wheel overnight at room temperature. Fixed tissues
were embedded in Tissue-Tek OCT (Sakura, Zoeter-
woude, NL) on dry ice and stored frozen at 2208C.
Ten micrometer-wide sections were collected on
Superfrost glass slides (Thermo Scientiﬁc, Braunsch-
weig, Germany) and mounted in Vectashield with
DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Images
were acquired with a Leica TCS-SP5 (AOBS) Confo-
cal Microscope with 633 HCX PL APO 1.30 N.A
glycerol immersion objective and 203 HCX PL APO
CS 0.7 N.A glycerol immersion objective. The soft-
ware for capture was LAS AF v2.1.
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Lymphatic vessel growth or lymphangiogenesis occurs during
embryonic development andwoundhealing andplays an important
role in tumor metastasis and inﬂammatory diseases. However, the
possibility of noninvasive detection and quantiﬁcation of lymphan-
giogenesis has been lacking. Here, we present the Vegfr3EGFPLuc
mouse model, where an EGFP-luciferase fusion protein, expressed
under the endogenous transcriptional control of the Vegfr3 gene,
allows the monitoring of physiological and pathological lymphan-
giogenesis in vivo. We show tracking of lymphatic vessel develop-
ment during embryogenesis as well as lymphangiogenesis induced
by speciﬁc growth factors, during wound healing and in contact
hypersensitivity (CHS) - induced inﬂammation where we also mon-
itor down-regulation of lymphangiogenesis by the glucocorticoid
dexamethasone. Importantly, the Vegfr3-reporter allowed us to
tracking tumor-induced lymphangiogenesis at the tumor periphery
and in lymph nodes in association with the metastatic process. This
is the ﬁrst reporter mouse model for luminescence imaging of lym-
phangiogenesis. It should provide an important tool for studying
the involvement of lymphangiogenesis in pathological processes.
bioluminescence | ﬂuorescence | knockin mouse
In adults, lymphangiogenesis occurs during the formation of thecorpus luteum and during wound healing, and may be abun-
dant in association with pathological processes (1). Thus, lym-
phangiogenesis typically occurs at sites of inﬂammation induced
by factors produced by macrophages and granulocytes. The
process contributes to reduction of tissue edema and activation
of immune responses by facilitating ﬂuid drainage and the
transport of dendritic cells and macrophages (2–4). The lym-
phatic system is also a main route of tumor dissemination and
metastasis. Tumor invasion to regional lymph nodes is often the
ﬁrst sign of tumor metastasis and a marker of poor prognosis.
Stimulation of growth and dilation of preexisting lymphatic
vessels by the tumor facilitates tumor spread via the lymphatics
(5–7) and the contribution of intratumoral lymphangiogenesis
may depend on tumor type (8–12). Moreover, lymphangiogenic
growth factors produced by the tumor may induce sinusoidal
hyperplasia in the regional lymph node and this process may
further contribute to tumor metastasis (13–15). However, the
events that lead to dissemination of tumor cells through the
lymphatic system are still poorly understood. Elucidation of
these steps is crucial for the design of new anti-metastatic
therapeutic strategies.
Despite the importance of lymphangiogenesis as a therapeutic
target, still there are very few models to trace and study this
process in vivo. Several transgenic mouse lines for ﬂuorescent
visualization of lymphatic vessels have recently been reported.
All these lines are based on gene-targeted BAC transgenic
constructs to express either GFP (16), mOrange (17), or Tomato
(18) ﬂuorescent proteins under Prox-1 transcriptional control.
Positron emission tomography (PET) combined with radio-
labeled anti-LYVE-1 antibodies have also been used for in vivo
imaging of lymphatics in mice (19). We have generated a
reporter mouse line for in vivo imaging of lymphatic vessels
in which a dual reporter for ﬂuorescence and luminescence
(EGFPLuc) is expressed under the endogenous transcriptional
control of the Vegfr3 (vascular endothelial growth factor receptor
3) gene, the ﬁrst lymphatic marker discovered (20). Although
Vegfr3 is also expressed, to some extent, in the tip cells of the
newly formed blood capillaries (21–23) and in fenestrated en-
dothelium (24), it is still one of the best markers for all lymphatic
endothelial cells. Outside the vascular system Vegfr3 expression
has been described in subpopulations of monocytes and macro-
phages (25) and in embryonic osteoblasts and neural progenitors
(26, 27). We have validated this reporter for tracking lymphatic
vessels in vivo during development, and lymphangiogenesis after
administration of speciﬁc growth factors and inhibitors, in wound
healing, inﬂammation and tumor dissemination.
Results
Generation of Vegfr3EGFPLuc Knockin Mice. To create the reporter
allele, an EGFPLuc-encoding sequence, preceded by an IRES
(internal ribosome entry site) element, was introduced into the
3′-UTR of the mouse Vefgr3 locus by gene targeting (Fig. 1A).
Details of the targeting strategy are described in Fig. S1. The
introduction of the IRES-EGFPLuc cassette in the 3′-UTR of the
Vegfr3 gene does not signiﬁcantly alter the expression of Vefgr3
(Fig. S2). The level of the EGFPLuc protein is proportional to
gene dose in +/KI and KI/KI embryos, respectively (Fig. S2B).
Detection of EGFP in Lymphatic Vessels During Development.
VEFGR3 is ﬁrst detected in blood vessel endothelial cells at
8.5 d of mouse embryonic development (E8.5), thus preceding
the differentiation of the lymphatic vasculature (E9.0–9.5) (28).
Upon formation of the lymphatic vascular network from preex-
isting embryonic blood vessels, Vegfr3 expression is high in the
developing lymphatic endothelium and is down-regulated in
blood vessels (29). Detection of Vegfr3 expression by direct
EGFP ﬂuorescence in whole-body Vegfr3EGFPLuc embryos allows
direct tracking of the early stages of mouse lymphatic vessel
development. At E11.5, low EGFP expression is detected in
embryonic blood vessels (Fig. 1B, red arrows), whereas a strong
ﬂuorescence signal is also detected in cells committed to form
the primary lymphatic network (Fig. 1B, white arrows). At E12.5,
a lymphatic vascular structure expressing high levels of EGFP/
Vegfr3 is observed. Simultaneously, EGFP ﬂuorescence decrea-
ses in the blood vessels. At E13.5, a vascular lymphatic network
expressing high levels of EGFP has developed and EGFP ex-
pression is no longer detected in the blood vessels (Fig. 1B). In
normal skin, EGFP ﬂuorescence is detected in lymphatic vessels
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but not in blood vessels (Fig. 1C, I and II). EGFP ﬂuorescence
can be monitored simultaneously with EGFP immunoﬂuores-
cence detection (Fig. S3A). Costaining with different lymphatic
markers shows coexpression of EGFP and Vegfr3 in all endo-
thelial cells of the dermal lymphatic network (Fig. 1D). In the
skin of 3-wk- old mice EGFP and VEGFR3 colocalize with the
lymphatic marker LYVE-1 in lymphatic capillaries (Fig. 1E
and Fig. S3B, respectively). EGFP is not expressed in platelet
endothelial cell adhesion molecule (PECAM)1+ blood vessels
where only autoﬂuorescence of red blood cells is detected (Fig.
1E, white arrowheads). EGFP ﬂuorescence is also detected in
growing blood capillaries of the postnatal retina (Fig. 1C, III and
IV) where VEGFR3 regulates angiogenic sprouting (21).
Whole Body Imaging of Postnatal Vegfr3 Expression. Vegfr3 is
expressed at low levels in adult lymphatic vessels and is up-reg-
ulated during lymphangiogenesis (30). Moreover, mouse lym-
phatic vessels become independent of VEGFR3 signaling for
maturation after the ﬁrst 2 wk of postnatal life, although they still
respond to VEGF-C/VEGFR3 signaling (30, 31). Whole-body
luciferase activity was monitored in Vegfr3EGFPLuc mice from the
early postnatal period to adulthood. Luciferase signal strongly
decreases between weeks 2–5 of postnatal life (Fig. 2 A and B),
coinciding with the time during which lymphatic vessels become
independent of VEGFR3 signaling and reaches a basal level at
around 10 wk of age. A similar decrease is observed when lu-
ciferase signal is quantiﬁed using a region of interest (ROI)
deﬁned in the hind right paw, devoid of hair (Fig. S4A). Quan-
tiﬁcation of luciferase activity from tissue extracts shows a par-
allel down-regulation from postnatal weeks 4–14 (Fig. S4B).
Western blot analysis conﬁrmed that EGFPLuc protein levels
decrease in parallel to those of VEGFR3 in different organs,
including skin (Fig. S4C). As expected, whole-body luciferase
signal in homozygous versus heterozygous mice is proportional
to the reporter gene dose (Fig. 2B and Fig. S4A). Altogether, these
results show that Vegfr3 expression is developmentally regulated
during early postnatal life in mice.
Imaging of Lymphangiogenesis Induced by Speciﬁc Growth Factors.
To test the speciﬁcity and sensitivity of the Vegfr3EGFPLuc re-
porter for imaging lymphangiogenesis in adult mice, we injected
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Fig. 1. Vegfr3 expression during development. (A) Schematic structure of
the 3′ region of the Vegfr3EGFPLuc KI allele. The last three coding exons of the
Vegfr3 gene (E28 to E30) are represented by black boxes. The 3′-UTR (dark
gray box), the position of the Stop codon (TGA), and the Vegfr3 poly-
adenilation signal (pA) are also shown. The black triangle represents an frt
site remaining after Flp-mediated excision of the neomycin resistance cas-
sette used for gene targeting. (B) Whole-body confocal images (EGFP) of
Vegfr3-expressing cells during lymphatic vessel development in E11.5-E13.5
Vegfr3EGFPLuc (KI/KI) embryos. Notice the EGFP expression in blood vessels
(identiﬁed by the autoﬂuorescence of the erythrocytes (red arrows)) at E11.5
while at E13.5 EGFP expression becomes restricted to the lymphatic vessels.
Scale bar = 50μm. (C) Confocal overlay of red and green channels of the ear
skin (I and II) and retina (III and IV) from 3-wk- and 7-d- old animals re-
spectively. Vegfr3EGFPLuc (KI/KI) mice (I and III). WT mice (II and IV). Nuclei are
stained with DAPI (II and IV). (D) Confocal images of EGFP and VEGFR3
whole-mount immunoﬂuorescence staining of the ear skin from 2-wk-old
mice. (E) Expression of EGFP, LYVE-1 and PECAM1 in lymphatic vessels in the
skin. Initial lymphatic capillaries (yellow arrowheads) some with blunt end-
ings (red arrowhead), are EGFP+ and LYVE-1+. In PECAM1+ blood vessels
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Fig. 2. Postnatal whole body luciferase detection. (A) Representative dorsal
and ventral whole-body images of luciferase expression in Vegfr3EGFPLuc
(KI/KI) and (+/KI) females during the ﬁrst 15 wk of age. (B) Quantiﬁcation of
whole-body luciferase signal (mean ± SD).
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mice, homozygous for the Vegfr3EGFPLuc allele, intradermally
with adenovirus expressing angiogenic or lymphangiogenic
growth factors: AdVEGF-B167 (heparin binding VEGF-B) (32),
AdVEGF-E (33), or AdVEGF-C (34). Among them, AdVEGF-
C has been shown to elicit a strong lymphangiogenic response in
the skin (30). Injection of AdVEGF-C resulted in an eightfold
increase of luciferase signal over the basal level in the treated
ears, whereas neither AdVEGF-E nor AdVEGF-B167 signiﬁ-
cantly increased luciferase activity (Fig. 3 A and B). As previ-
ously described, an angiogenic response was also observed in
AdVEGF-C-treated ears (22), although weaker than the one
induced by AdVEGF-E expression (Fig. 3C) indicating that the
induction of luciferase signal is not related to angiogenesis. Anti-
LYVE-1 immunohistochemistry conﬁrmed an increase in lym-
phatic vessel density and lumen enlargement in sections of
AdVEGF-C-treated ears compared with those treated with ei-
ther AdVEGF-E or AdVEGF-B167 (Fig. S5).
Vegfr3 Expression and Lymphangiogenesis in Skin Wound Healing.
Wound healing is a complex process in which different cell types
are implicated including ﬁbroblasts, endothelial cells, and cir-
culating inﬂammatory cells, recruited to the wound area in re-
sponse to tissue injury (35). A strong correlation between
macrophage recruitment and wound healing has been reported
previously (36). Moreover, during skin wound healing, angio-
genesis and lymphangiogenesis take place at the periphery of
the wound, contributing to optimal healing (37, 38). We have
used the Vegfr3EGFPLuc reporter to image lymphangiogenesis
during skin wound healing and to further explore its de-
pendence on inﬂammation. Punch biopsy wounds were gener-
ated on the backs of Vegfr3EGFPLuc +/KI females. An increase in
luciferase signal was observed early after wounding, mainly at
the periphery of the wound, reaching a peak at day 8 when
wound area was 30–40% of the original size (Fig. 4 A and B).
The increment in luciferase signal was transient, returning to the
basal level 23 d after wounding, when reepithelialization is
complete (Fig. 4 B and C). Accumulation of lymphatic vessels
with expanded lumens in the wound granulation tissue was con-
ﬁrmed by LYVE-1 immunohistochemistry (Fig. 3D). The density of
VEGFR3+ lymphatic vessels in the wound granulation tissue was
quantiﬁed at different healing times (Fig. S6), showing a good
correlation with the luminescent signal (Fig. 4B). These results
show that lymphangiogenesis is a transient process during wound
healing and demonstrate a strong correlation between luciferase
induction and lymphatic vessel density in the wound area in
our model.
Corticosteroids have been shown to block lymphangiogenesis
induced by VEGF-C in the cornea (39) and by tumor cells (40).
To investigate the effect of corticosteroids on lymphangiogenesis
during skin wound healing, a set of Vegfr3EGFPLuc females was
treated with dexamethasone (Dex), a synthetic glucocorticoid
with a potent anti-inﬂammatory activity, shown to prevent an-
giogenesis and lymphangiogenesis associated to chronic in-
ﬂammation (41) and to block lymphatic vessel regeneration (42).
Wound closure was delayed and luciferase activity was signiﬁ-
cantly reduced in Dex-treated mice (Fig. 4 A–C). Quantiﬁcation
of LYVE-1+ and VEGFR3+ lymphatic vessel density in the
granulation tissue revealed no signiﬁcant differences at day 8 and
only a mild increase at day 14 after wounding in Dex-treated
mice compared with control skin (Fig. 4D and Fig. S6). These
data show that glucocorticoids block lymphangiogenesis in der-
mal wound healing and further support the connection between
inﬂammation and lymphangiogenesis.
Tracking Inﬂammation-Induced Lymphangiogenesis. To further in-
vestigate the connection between inﬂammation and lymphangio-
genesis, we subjected Vegfr3EGFPLuc mice to conventional in vivo
inﬂammation protocols. Complete Freund adjuvant (CFA) is fre-















































Fig. 3. Lymphangiogenesis induced by speciﬁc growth factors. (A) Lucifer-
ase activity (mean ± SD) induced by intradermal injection of AdVEGF-C,
AdVEGF-E, or AdVEGF-B167 in the ears of Vegfr3EGFPLuc(KI/KI); nu/nu mice.
The fold induction at each time point was calculated as described in Meth-
ods. (B) Luciferase signal at different days after adenovirus injection. The left
ear (L) was injected with AdVEGF-C and the right ear (R) with AdVEGF-E. (C)
Bright ﬁeld images of adenovirus-treated ears 14 d after injection. (D)
Immunostaining of AdVEGF-C-, AdVEGF-E-, AdVEGF-B167- and PBS- treated
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Fig. 4. Vegfr3 expression and lymphangiogenesis in skin wound healing.
(A) In vivo imaging of luciferase activity during wound healing in Dex-
treated or vehicle (Vhc)-treated Vegfr3EGFPLuc (+/KI) females. Upper panel for
each treatment: bright ﬁeld pictures of wounds; lower panel: corresponding
luciferase emission images at different days after wounding. The time point
of maximal luciferase emission is framed in black for each treatment. (B)
Luciferase signal (mean ± SD) from the wound area at different days after
wounding in Dex-treated and vehicle-treated females. (C) Quantiﬁcation
(mean ± SD) of residual wound area (% of the wound area at day 1 after
wounding). (D) LYVE-1 immunohistochemistry of normal skin and wound
area from vehicle-treated or Dex-treated Vegfr3EGFPLuc females, 8 d after
wounding. Red arrows indicate lymphatic vessels. Notice the increased lu-
men of lymphatic vessels in vehicle-treated wounds compared with control
skin or Dex-treated wounds.











strong inﬂammatory reaction at the injection site with formation of
granulomas and hyperplasia and structural changes of lymph nodes
(43).Vegfr3EGFPLuc females were treatedwith i.p. injection of (CFA)
(44). A robust and transient increase in luciferase activity was ob-
served in the abdominal area of CFA-treated females (Fig. 5 A
and B). Immunohistological analysis of abdominal organs from
CFA-treated animals revealed the presence of an inﬂammatory
inﬁltrate surrounding all abdominal organs (Fig. 5C, black arrow-
heads), concomitant with a high density of dilated VEGFR3+
lymphatic vessels between the normal and the inﬂammatory tissue
in all organs examined (Fig. 5C, red arrowheads). The great ma-
jority of inﬂammatory cells were negative for Vegfr3 expression
(Fig. S7A), and, therefore, the induction of luciferase signal reﬂects
the accumulation of Vegfr3-expressing lymphatic vessels in all of the
abdominal organs in response to CFA-treatment.
Next, we explored Vegfr3 expression and lymphangiogenesis
associated to contact hypersensitivity (CSH), a local inﬂamma-
tory response induced by exposure to a chemical agent (chal-
lenge) to which the individual has been previously sensitized.
Vegfr3EGFPLuc +/KI females were presensitized 6 d before they
were challenged with oxazolone (Oxa). The Oxa challenge in-
duced a two- to threefold increase of luciferase signal over the
basal level 2 d after challenge (Fig. 5 D and E), coinciding with
the time of maximal inﬂammation (Fig. S7B). A weak increase of
luciferase signal was also observed in the control right ears
because of cross-contamination with Oxa during grooming.
Immunohistological analysis of the Oxa-treated ears, 2 and 4 d
after challenge, revealed a marked and transient expansion of
the dermis with severe inﬁltration of immune cells and lymphatic
vessel enlargement (Fig. S7C). A threefold increase of lymphatic
vessel density in Oxa-treated ears, compared with control ears,
was observed 2 d after the challenge showing a strong correlation
with the increase in luciferase signal detected in vivo (Fig. 5F).
Dex administration signiﬁcantly reduced luciferase induction by
Oxa challenge (Fig. 5 D and E), as well as inﬂammation and
swelling (Fig. S7 B and C). Histological analysis of Oxa plus Dex-
treated ears revealed a decrease in leukocyte inﬁltration and
VEGFR3 immunostaining to levels comparable to those of
control ears (Fig. S7C). Dex treatment also prevented the in-
crease in lymphatic vessel density (Fig. 5F). These results further
support the association of inﬂammation and lymphangiogenesis
and validate the Vegfr3EGFPLuc model as a reporter of these
processes in vivo.
In Vivo Imaging of Tumor-Induced Lymphangiogenesis. Next, we
wanted to explore the potential of the Vegfr3EGFPLuc reporter
strain for imaging tumor-induced lymphangiogenesis, both at
the periphery of the tumor and at the lymph nodes and its
correlation with the tumor metastatic potential. Benign pre-
metastatic papillomas, promoted by a conventional two-stage
skin carcinogenesis protocol (45), are characterized by an ac-
cumulation of enlarged lymphatic vessels at the periphery of the
tumor (14). We ﬁrst explored whether the peripheral lymphangio-
genic response in dimethylbenzanthracene/12-O-tetradecanoyl-
phorbol-13-acetate (DMBA/TPA)-induced papillomas could be
traced by in vivo luminescence detection. Vegfr3EGFPLuc females
treated with DMBA/TPA developed papillomas that exhibited
a local increase in luciferase emission (Fig. 6 A and B). Histological
analysis of the papillomas conﬁrmed the accumulation of enlarged
LYVE-1+, PECAM1low lymphatic vessels in the periphery of the
tumors (Fig. 6 C andD). No signiﬁcant increase in luciferase signal
from other organs, including lymph nodes, was observed in this
assay at this stage of tumor progression.
Melanoma is one of the tumors that metastasize mainly
through invasion of the regional lymph nodes (46–49). To ex-
plore the capacity of the reporter to track lymphangiogenesis
in a highly metastatic tumor context, we used a xenograft assay by
s.c. injection of the metastatic mouse melanoma cell line (B16-V5)
(50) in Vegfr3EGFPLuc +/KI females, backcrossed into the
B6(Cg)-Tyrc-2J/J genetic background for 5 generations. Lucifer-
ase signal was induced in mice during B16-V5 tumor xenograft
growth (Fig. 6E). Because of the high melanin content and dark
pigmentation of the B16-V5 cells, any light emission from the
tumor is expected to be mostly absorbed by the melanin, making
it impossible to properly quantify the intratumor lymphangio-
genesis (yellow arrowhead in expanded panel of Fig. 6E). In-
stead, an increase in luciferase signal is detected in the periphery
of the tumor (Fig. 6A, white circle) that correlates with the ac-
cumulation of enlarged LYVE-1+ lymphatic vessels in the sur-
rounding skin (Fig. S8A). The luciferase signal at the periphery
of the tumor increased proportionally to the increase in tumor
volume (Fig. S8F), reaching a maximum of fourfold over the
basal luminescence level when the tumor size was ∼1 cm3.
Moreover, an increase in luciferase signal parallel to tumor
growth was also observed in distant parts of the body, particularly
in lymph nodes (Fig. 6F, red arrowheads). Quantiﬁcation of the
luciferase signal from both the proximal (inguinal) and distal































































































Vhc Oxa Oxa +Dex
Fig. 5. Imaging of inﬂammation-induced lymphangiogenesis. (A) In vivo
imaging of whole-body luciferase activity from Vegfr3EGFPLuc (+/KI) females
in response to i.p. injection of CFA. CFA was injected at 0 and 2 wk. (B)
Whole-body luciferase activity (mean ± SD) at different weeks after CFA
injection or PBS injection as control. (C) VEGFR3 immunohistochemistry of
animals treated with CFA for 4 wk. Red arrowheads: enlarged lymphatic ves-
sels. Black arrowheads: inﬂammatory inﬁltrate. Lipogranuloma (I); peritoneum
treated (II) and untreated (IV); pancreas treated (III) and untreated (V). (D)
Luciferase activity from two Vegfr3EGFPLuc (KI/KI) females at different times
after topic administration of Oxa or Oxa + Dex, respectively, to the left ears
(L). The right ear (R) in both Oxa- or Oxa+Dex-treated females received only
vehicle. (E) Quantiﬁcation of luciferase activity (mean fold induction over
the luciferase activity at day 0 ± SD) in the different groups of treated ears.
(F) Quantiﬁcation of lymphatic vessel density (number of VEGFR3+ vessels/
ﬁeld) at the site of inﬂammation at days 2 and 4 after Oxa challenge. The
results show the mean number of lymphatic vessel ± SD. ANOVA: Vhc vs.
Oxa, ***P = 0.00087; Oxa vs. Oxa + Dex, ***P = 0.00094.
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showed a fourfold increase over the basal level in both cases (Fig.
S8G). Histological analysis of the inguinal lymph node shows
that the increase in luciferase emission correlates with an in-
crease in lymph node volume, follicular hyperplasia, and ex-
pansion of a vascular network of LYVE-1-reactive vessels (Fig.
S8 B–E). The presence of metastatic cells in the inguinal lymph
node was analyzed by S-100 immunostaining at the time of
maximum luciferase signal, revealing the presence of very few
isolated metastatic cells proximal to lymphatic vessels (Fig. S9).
Therefore, the Vegfr3EGFPLuc mouse model is suitable for imag-
ing not only tumor-induced lymphangiogenesis at the periphery
of the tumor but also the responses of the sentinel and distant
lymph nodes associated with the metastatic process.
Discussion
We describe a knockin mouse model for in vivo imaging of
lymphatics and lymphangiogenesis based on the expression of
the dual ﬂuorescence and luminescence reporter (EGFPLuc)
driven by the transcriptional control of the Vegfr3 gene. The
reporter was targeted to the 3′-UTR of Vegfr3. No phenotype has
been detected in Vegfr3EGFPLuc KI/KI mice. Individual lym-
phatics can be visualized at the cellular level by direct EGFP
ﬂuorescence and by EGFPLuc immunodetection both in em-
bryos and during the ﬁrst weeks after birth in our model; how-
ever, EGFP is harder to detect in adult mice. Quantiﬁcation of
whole-body luciferase signal, as well as luciferase activity in
tissue extracts, shows that Vegfr3 transcriptional activity is
strongly down-regulated during postnatal development. We also
show that EGFPLuc protein down-regulation parallels that of
VEGFR3. A similar level of down-regulation has been described
for Vegfr2 (51) using the same approach, suggesting a common
mechanism of postnatal transcriptional down-regulation for
these endothelial receptors. This down-regulation may account
for the low expression levels of the EGFPLuc reporter in adult
mice. By contrast, in previously described transgenic reporter
models in which ﬂuorescent protein expression is driven by Prox1
transcriptional control elements, reporter expression is sustained
from embryos to adults (16, 17). This may represent an advan-
tage of these models for ﬂuorescence visualization of individual
lymphatics in adults. However, the luciferase in our reporter
provides an excellent tool for noninvasive whole-body imaging
through all stages of development, including adult tissues. Lu-
ciferase signal can be detected from a depth of 2 cm in tissues,
and the sensitivity of luminescence is several orders of magnitude
higher than that of ﬂuorescence (52), which makes it optimal for
noninvasive detection and quantiﬁcation of lymphangiogenesis
even from internal organs.
We have thoroughly tested the Vegfr3EGFPLuc model as a re-
porter of lymphangiogenesis in vivo in adult mice. AdVEGF-C-
induced lymphangiogenesis results in a strong (eightfold) local
increase in luciferase activity in the ear assay, whereas AdVEGF-
E, a potent angiogenic growth factor, or AdVEGF-B167 do not
increase luciferase signal signiﬁcantly over that mediated by in-
jection of PBS in the same conditions. We also observed an in-
crease in luciferase signal associated with lymphangiogenesis in
wound healing and in acute inﬂammation assays. Because Vegfr3
expression has been reported in inﬂammatory monocytes and
macrophages recruited to the injured tissue (25, 36), the global
increase in luciferase signal in these assays may, in principle,
result from both an increase in lymphatic vessel density and the
recruitment of VEGFR3+ inﬂammatory cells. However, we have
found a tight correlation between the increase in luciferase signal
and the increase in lymphatic vessel density during wound
healing and in inﬂammation, with no signiﬁcant contribution
of VEGFR3+ cells from the inﬂammatory inﬁltrate. Thus, the
luciferase signal reﬂects mostly the increase of VEGFR3+ lym-
phatic vessel density.
We also show that our model is suitable for imaging tumor-
induced lymphangiogenesis. Papillomas generated by the con-
ventional DMBA/TPA skin carcinogenesis exhibit accumula-
tion of lymphatic vessels in the peripheral skin that can be
detected by an increase in luciferase signal in our model.
Moreover, s.c. injection of the highly metastatic B16-V5 mouse
melanoma cell line results in induction of luciferase signal not
only at the tumor periphery but also, and very interestingly, at
the proximal and distal lymph nodes. The increase of luciferase
signal correlates with an expansion of the vascular network,
increase in lymph node volume and follicular hyperplasia. Re-
gional lymph node metastasis represents the ﬁrst step in the
dissemination for a variety of human malignant tumors, in-
cluding melanoma, and invasion of sentinel lymph nodes by
tumor cells is associated to bad tumor prognosis (53). Several
groups have reported that tumor-induced lymphangiogenesis at
sentinel lymph nodes, precedes and contributes to tumor me-
tastasis (14, 54). In our model, the increase in luciferase signal at
the proximal lymph node also seems to precede lymph node
metastasis since at the time of maximal luciferase induction it is
hard to ﬁnd metastatic cells in the lymph node. Interestingly, we
also detected an increase in luciferase signal at distant lymph




































Fig. 6. Tumor lymphangiogenesis. (A) Skin papillomas (arrowheads) induced
by administration of DMBA/TPA on the dorsal skin of Vegfr3EGFPLuc +/KI
females. (B) Corresponding whole -body luciferase emission (arrowheads
point to each one of the papillomas in A). (C and D) Immunohistochemical
detection of lymphatic vessels (LYVE-1+) and blood vessels (strong PECAM1+)
surrounding the papillomas in consecutive sections of the same tumor.
Vessels are indicated by arrowheads. (E) Whole-body dorsal images of lu-
ciferase in a Vegfr3EGFPLuc female injected s.c. with B16-V5 cells, at different
times after injection. Arrowheads: position of the injection and of the
resulting tumor. Note that the dark pigmentation of the B16-V5 melanoma
cells blocks luciferase emission from the tumor (yellow arrowhead in the
expanded panel). The white lines surround the signal from the periphery of
the tumor. (F) Whole-body lateral images of luciferase activity in a Veg-
fr3EGFPLuc female injected with B16-V5 cells. Lymph node luciferase signal is
indicated by red arrowheads.











produced VEGF-C induces lymph node lymphangiogenesis and
promotion of metastasis beyond the sentinel lymph nodes (14).
Moreover, our model also detects a generalized or “systemic”
increase in luciferase signal outside of the lymph nodes in re-
sponse to tumor growth that may reﬂect a tumor-induced sys-
temic lymphangiogenic or inﬂammatory response with increased
VEGFR3 expression levels. This response needs further in-
vestigation and indicates that tumors may induce a systemic
lymphangiogenic response that prepares and facilitates their
metastatic spread to distant organs, thus supporting classical
Paget´s hypothesis of “seed and soil” for tumor dissemination
and metastasis. This is a unique description of noninvasive op-
tical imaging of tumor-induced lymphangiogenesis and lymph
node metastasis in mice. Our model may provide a unique tool
for analyzing and predicting metastatic potential and for de-
veloping antimetastatic therapies.
Materials and Methods
The Vegfr3EGFPLuc reporter allele was maintained in a mixed CD-1;129Sv;
C57BL/6J genetic background selecting albino mice for breeding, or back-
crossed to albino B6(Cg)-Tyrc-2J/J mice for ﬁve generations. All experiments
with mice were performed in accordance with protocols revised and ap-
proved by the Institutional Ethics Committee. A detailed description of the
materials and methods is available in SI Materials and Methods.
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C A N C E R
Small, cancer-resistant mice
Boosting the levels of a tumour-suppressor 
protein in mice makes them smaller and 
more metabolically efficient, as well as 
resistant to cancer.
Pier Paolo Pandolfi at Beth Israel Deaconess Medical Center 
in Boston, Massachusetts, and his colleagues genetically 
engineered mice to have additional copies of Pten, a gene that is 
mutated or deleted in many cancers. The mice are smaller than 
normal because they have fewer cells. When injected with a 
carcinogen, the animals developed tumours later than controls. 
The transgenic mice burn energy at a higher rate. Cells from 
these mice consume less glucose than normal mouse cells but 
generate more ATP — the energy molecule created during 
cellular respiration — indicating a more efficient metabolism. 
Increasing levels of the PTEN protein could offer a 
therapeutic approach to preventing both cancer and obesity.
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Z O O L O G Y
Vision with no 
nervous system
Sponge larvae can detect light 
despite lacking a nervous 
system or the photosensitive 
‘opsin’ proteins found in all 
other known animal eyes. 
Instead, another pigment called 
cryptochrome may underlie 
the light-sensing ability of 
the sponge Amphimedon 
queenslandica (pictured), 
report Todd Oakley at the 
University of California, Santa 
Barbara, and his colleagues.
Cryptochromes mainly 
M O L E C U L A R  I M A G I N G
Follow the 
lymph vessels
Lymph vessels grow as wounds 
heal and cancers spread — a 
process that can be imaged 
in living animals, researchers 
demonstrate in mice. 
Lymph vessels often sprout 
at sites of inflammation, 
and their growth has been 
linked to tumour metastasis. 
Sagrario Ortega at the 
Spanish National Cancer 
Research Centre in Madrid 
and her colleagues genetically 
engineered a mouse to express 
a luminescent protein under 
the control of the gene Vegfr3, 
a lymphatic marker. 
The team imaged live mice, 
tracking vessel growth during 
embryo development, wound 
healing and inflammation. 
They also watched as lymph 
vessels grew at the edge of 
melanoma tumours and in 
lymph nodes infiltrated by 
the cancer. This vessel growth 
may aid the spread of cancer to 
distant organs, the authors say.
Proc. Natl Acad. Sci. USA 
http://dx.doi.org/10.1073/
pnas.1115542109 (2012)
G E N E T I C S
Fewer imprinted 
genes at re-count
Most mammalian cells have 
one maternal and one paternal 
copy of most genes, but some 
genes carry a molecular 
signature or ‘imprint’ that 
silences one copy. Tomas 
Babak at Stanford University 
in California and his team 
mapped the imprinted genes 
in mouse brains and found far 
fewer than recent estimates 
had suggested.
In 2010, two studies found 
more than 1,300 imprinted 
genes in the mouse brain, ten 
times more than traditional 
counts. The increase was 
attributed to improved 
RNA-sequencing technology. 
When Babak et al. repeated 
the experiments, they found 
only 13% of the imprinted 
genes first identified by the 
2010 studies and uncovered 
statistical weaknesses that 
resulted in many false-positive 
signals. Using a different 
analytical approach, the 
authors identified roughly 
50 new candidate imprinted 
genes. 
M AT E R I A L S
A graphene 
window on liquids
By using graphene membranes 
as viewing ‘windows’, 
researchers have filmed 
nanocrystals growing in 
liquids at atomic resolution.
Studying structures in 
liquids at the atomic level 
is challenging because the 
imaging technique of choice, 
transmission electron 
microscopy, requires that 
samples be in a vacuum to 
maximize their interactions 
with the electron beam. Air-
tight capsules can be used 
to enclose liquids, but are 
thick and made of materials 
it affects their optical and 
mechanical properties, as 
well as their toxicity. Martin 
Ploschner and his colleagues at 
the University of St Andrews, 
UK, report an efficient way to 
sort gold nanoparticles by size 
using laser light. 
The team aimed green and 
red lasers at a thin layer of 
water containing a mixture 
of gold nanoparticles 100 and 
130 nanometres in diameter. 
The green light’s frequency 
matched that of the electrons 
in the smaller nanoparticles. 
This resonance enhanced 
forces acting on the particles, 
pushing them in one direction. 
The red light interacted with 
the larger particles, moving 
them in the opposite direction. 
The researchers suggest 
that the method could sort 
nanoparticles more finely than 




absorb blue light and, in other 
animals, have been implicated 
in functions from setting 
circadian rhythms to sensing 
magnetic fields. The authors 
identified two cryptochrome 
genes in the sponge. One, 
Aq-Cry2, is expressed in the 
‘ring eyes’ of A. queenslandica 
larvae and has an absorbance 
peak similar to the wavelengths 
that trigger larval activity. 
Because eye evolution in 
other animals has always 
involved opsins, the use of 
cryptochrome represents 
a separate lineage of eye 
evolution, the team suggests.
J. Exp. Biol. 215, 1278–1286 
(2012)
that interfere with passing 
electrons, resulting in a blurred 
picture. Membranes made of 
graphene — atomically thin 
sheets of carbon atoms — are 
both impermeable to liquids 
and much more transparent to 
electrons. 
Paul Alivisatos at the 
Lawrence Berkeley National 
Laboratory in Berkeley, 
California, and his colleagues 
used these graphene 
windows to create atomic-
resolution movies of platinum 
nanocrystals clumping 
together in a liquid. 
Science 336, 61–64 (2012)
Having a catalogue of 
imprinted genes is important 
for understanding why 
imprinting occurs and how it 
can go awry. 
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Disease Models & Mechanisms
Visualising
lymphangiogenesis in vivo 
Image reproduced from Martínez-Corral et al. (2012).
Lymph vessel growth, also known as 
lymphangiogenesis, is crucial during
 development, wound healing, inflammation
and tumour metastasis. To enable non-
invasive detection and quantification of
 lymphangiogenesis, Martínez-Corral et al.
developed a mouse model expressing an
enhanced green fluorescent (EGFP)-
luciferase (Luc) fusion protein under the
control of endogenous VegfR3 (encoding
vascular endothelial growth factor receptor
3, a lymphatic marker). VegfR3EGFPLuc knock-
in mice were used to visualise lymphangio-
genesis during development and postnatally,
when VegfR3 expression is downregulated.
Additionally, growth-factor-stimulated
 lymphangiogenesis was visualised in live,
adult mice using VEGF-C, which resulted in
an eightfold increase in Luc signal compared
with control mice. The authors also validated
their model by visualising lymphangiogene-
sis during wound healing and inflammation.
Finally, they demonstrated that their model
is suitable for visualising tumour-induced
lymph vessel growth. These mice provide a
novel and highly sensitive tool to study 
the involvement of lymphangiogenesis in
normal development and various patho -
logical conditions.
Martínez-Corral, I., Olmeda, D., Diéguez-Hurtado, R.,
Tammela, T., Alitalo, K. and Ortega, S. (2012). In vivo
imaging of lymphatic vessels in development, wound
healing, inflammation, and tumor metastasis. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA [Epub ahead of print] doi: 10.1073/
pnas.1115542109.
MYCN and mutationally
activated ALK synergise in
neuroblastoma 
Childhood neuroblastoma, a neuroen-
docrine tumour of the peripheral sympa-
thetic nervous system, is associated with
RBM20mutations cause disease in a subset
of individuals with DCM, and identify
RBM20 as a global regulator of heart
function by controlling the alternative
splicing of specific cardiac genes.
Guo, W., Schafer, S., Greaser, M. L., Radke, M. H., Liss,
M., Govindarajan, T., Maatz, H., Schulz, H., Li, S.,
Parrish, A. M. et al. (2012). RBM20, a gene for
hereditary cardiomyopathy, regulates titin splicing. Nat.
Med. [Epub ahead of print] doi:10.1038/nm.2693.
Brain insulin resistance in
Alzheimer’s disease
Insulin resistance in the brains of individuals
with Alzheimer’s disease (AD) has been
hypothesised, but its existence, causes and
consequences have not been established.
Talbot et al. now provide evidence that dys-
regulated insulin signalling in the brain is a
common and early event in AD. They
measured insulin signalling pathway activa-
tion in post-mortem human brain samples
(in which functional signalling is maintained
for several hours after death), focusing on the
cerebellar cortex (CC), which exhibits
pathology in late-stage AD, and the hippo -
campal formation (HF), which exhibits
pathology in early-stage AD and is associ-
ated with cognitive decline. Compared with
normal controls, activation of insulin
 signalling intermediates was lower in AD
brains, especially in the HF. Insulin resis-
tance was specifically associated with
 dysfunctional insulin receptor substrate 1
(IRS-1). The authors also identified two
phosphorylated forms of IRS-1 (IRS-1pS616
and IRS-1pS636/639) as candidate biomarkers
of brain insulin resistance and show that
they are elevated in the HF of individuals
with AD even without a history of diabetes.
Finally, they show that both potential
 biomarkers are negatively correlated with
cognitive function. These data strengthen
the hypo thesis that brain insulin resistance
contributes to the pathology of AD and
indicate new avenues for prevention or
therapy. 
Talbot, K., Wang, H. Y., Kazi, H., Han, L. Y., Bakshi, K.
P., Stucky, A., Fuino, R. L., Kawaguchi, K. R.,
Samoyedny, A. J., Wilson, R. S. et al. (2012).
Demonstrated brain insulin resistance in Alzheimer’s
disease patients is associated with IGF-1 resistance, IRS-
1 dysregulation, and cognitive decline. J. Clin. Invest.
122, 1316-1338.
amplification of the MYCN oncogene and
mutational activation of ALK (encoding
anaplastic lymphoma kinase). Models that
clarify whether and how these genes interact
in the development of neuroblastoma are
limited. Zhu et al. generated transgenic
zebrafish overexpressing human MYCN and
activated ALK, resulting in tumours that
closely mimic those observed in the human
disease. The authors show that MYCN over-
expression alone causes aberrant neuroblast
hyperplasia early during development,
which is offset in part by a subsequent
apoptotic event; surviving MYCN-over -
expressing cells fail to differentiate and give
rise to neuroblastoma. Co-expression of
mutationally activated ALK blocks the
apoptotic event but does not restore neuro -
blast differentiation, tripling penetrance and
accelerating the onset of neuroblastoma.
These results provide insight into the syner-
gistic relationship between two important
mediators of neuroblastoma, and could help
in developing treatments for the disease. 
Zhu, S., Lee, J. S., Guo, F., Shin, J., Perez-Atayde, A. R.,
Kutok, J. L., Rodig, S. J., Neuberg, D. S., Helman, D.,
Feng, H. et al. (2012). Activated ALK collaborates with





Several genes have been associated with
dilated cardiomyopathy (DCM), a
condition conferring risk of heart failure
and sudden death. Among these is RNA-
binding motif protein 20 (RBM20), with
mutations present in ~3% of individuals
with DCM. Guo et al. now characterise a
spontaneous rat model that explains how
defects in RBM20 function can cause car-
diomyopathy and provides insight into
normal regulation of heart function. The
mutant rats were known to have impaired
splicing of titin, a sarcomeric protein that
confers structure and function to striated
muscle. Guo et al. determined that RBM20
is required for titin splicing, as well as for
alternative splicing of many other
conserved cardiac genes, as revealed by
deep sequencing of rat and human samples.
Defective splicing caused by Rbm20
mutation in rats results in features resem-
bling those of humans carrying RBM20
mutations, including left ventricular dilata-
tion, subendocardial fibrosis, arrhythmia
and sudden death. These data explain how
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